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RES UMEN
Los transportadores de azúcares en Saccharomyces cerevisiae se inactivan durante
el ayuno de fuente de nitrógeno cuando se halla presente glucosa. Esta inactivación,
conocida en la literatura como ‘inactivación catabólica”, es un proceso irreversible,
dependiente de energía, que afecta a la Vmax y que sigue una cinética de primer orden.
Mediante el uso de anticuerpos policlonales obtenidos frente a una proteína recombinante
¿el transportador de maltosa, hemos demostrado que la inactivación de este transportador
es debida a su degradación. También en nuestro laboratorio se ha demostrado que la
degradación de esta proteína tiene lugar en la vacuola tras su internalización por
endocitosis. Utilizando mutantes en la vía de la ubicuitina (Ub) hemos demostrado que la
Ub juega un importante papel en la endocitosis del transportador, concretamente en la
etapa de internalización. Además, sobreexpresando Ubs mutadas incapaces de formar
cadenas de Ub en células carentes de Ub libre, hemos demostrado que la mono-
ubicuitinación, definida como la unión de una molécula de Ub a una o más lisinas del
transportador, es suficiente para desencadenar la máxima velocidad de intemalización.
Se viene asumiendo que la inactivación catabólica’ de transportadores de azúcares
distintos a los de glucosa es un mecanismo específico de regulación que favorece el uso
preferencial de glucosa cuando este azúcar se halla presente en el medio. Nosotros hemos
demostrado que esta inactivación no es producida específicamente por glucosa sino que
otros azúcares, por ejemplo la maltosa, desencadenan y sostienen la inactivación con la
misma eficacia que la glucosa. Este hecho y otros hechos observados en nuestro
laboratorio sugieren fuertemente que la así llamada inactivación catabólica” de los
transportadores no es el resultado de un mecanismo específico de regulación.
Proponemos que esta inactivación es debida, simplemente, a la estimulación del recambio
de proteínas que provoca la carencia de fuente de nitrógeno.
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SUMMARY
Sugar transporters in Saccharomyces cerevisiae are inactivated during nitrogen-
starvation when glucose is present. This inactivation, known as “catabolite inactivation’, is
an irreversible and energy-dependent process, which affects the Vmax and follows first-
order kinetics. Using polyclonal antibodies against a maltose transporter recombinant-
protein, we have shown that inactivation of this transporter is due to its degradation. Also
in our laboratory it has been demostrated that degradation of this protein occurs in the
vacuole after its internalization by endocytosis. Using mutants in the ubiquitin (Ub)
pathway we have demonstrated that Ub plays an important role in endocytosis of the
transporter, specifically in the internalization step. Moreover, by overexpressing mutated
Ubs unable to form Ub chains in celís lacking free Ub, we have demostrated that ‘mono-
ubiquitination”, defined as binding of a single Ub molecule to one or more lysine residues
of the transporter, is sufficient to trigger a maximum rate of intemalization.
It is believed that “catabolite inactivation” of sugar transporters other than those of
glucose is a specific control mechanism which favours a preferential use of glucose when
it is available in the medium. We have shown that the inactivation is not specifically
produced by glucose but others sugars, Le. maltose, trigger and support it as efficiently as
glucose. These facts and others observed in our laboratory strongly suggest that the so-
called “catabolite inactivation’ of transporters is not the result of a specific control
mechanism. We propose that this inactivation is due to the stimulation of protein turnover
which is produced by the lack of a nitrogen source.
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INTRODUCCIÓN
1. Transporte de azúcares en levadura.
La levadura Saccharomyces cerevisiae utiliza preferentemente monosacáridos como
glucosa, fructosa, manosa y galactosa, y disacáridos como maltosa e isomaltosa, como
fuente de carbono y de energía (76). La primera etapa de la utilización de estos azúcares es
su paso a través de la membrana plasmática, estructura que define la extensión de la célula
y que es permeable a moléculas no cargadas de pequeño tamaño e impermeable a
moléculas cargadas y de gran tamaño. Los azúcares y la mayoría de los nutrientes no pasan
libremente a través de la membrana plasmática. Por ello, su entrada en la célula requiere la
acción de proteínas integrales de dicha membrana conocidas con el nombre de
transportadores o permeasas. Prácticamente todas las células conocidas contienen
transportadores de azúcares.
En la levadura Saccharomyces cerevis¿ae, organismo unicelular eucariota, los
transportadores de azúcares han sido ampliamente investigados. En este organismo se han
identificado dos sistemas de transporte para monosacáridos: el de glucosa y el de galactosa.
El sistema de transporte de glucosa está formado por un elevado número de proteínas
capaces de transportar fructosa y manosa además de glucosa (49, 76). Estas proteínas son
codificadas por genes de la familia HXT de la que se han identificado 20 miembros. La
expresión de algunos de estos genes es constitutiva mientras que la de otros depende de la
concentración de azúcar en el medio (72). El transportador de galactosa, que es capaz de
transportar galactosa y, según estudios recientes también glucosa (11, 91), está codificado
por el gen GAL2 (129). La expresión de este gen es inducida por galactosa y reprimida por
glucosa (24, 65, 66). El transporte de monosacaridos tiene lugar por un mecanismo de
difusión facilitada (36, 107), es decir, estos azúcares son transportados a favor de gradiente
de concentración y su transporte cesa cuando su concentración en la célula es igual a la del
medio. Este tipo de transporte no requiere energía.
En Saccharomyces cerevisiae se han identificado, además, dos sistemas de transporte
para disacáridos: el de maltosa y el de isomaltosa. El transportador de maltosa, que es
capaz de transportar turanosa además de maltosa (15), está codificado por cinco genes
situados en cada uno de los cinco loci MAL (MALJ-MAL4 y MAL6). Todos estos locus
contienen, además del gen que codifica el transportador <MALT), los otros dos genes que
son necesarios para la utilización de maltosa: el MALS, que codifica la maltasa y el MALi?,
que codifica un activador de la transcripción de MALT y MALS (20). Los genes homólogos
de los diferentes locus MAL presentan secuencias muy similares, diferenciándose
únicamente en unas pocas pares de bases (17). La expresión de estos genes es inducida por
maltosa y reprimida por glucosa (76).
El transportador de isomaltosa, también conocido como transportador de cx-
metilglucósido, es capaz de transportar, además de maltosa y turanosa, isomaltosa, a-
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metilglucósido, maltotriosa, palatinosa y trehalosa (42). Este transportador está codificado
por el gen AGT1, cuya secuencia presenta un 57% de identidad y un 75% de homología
con los genes MALT. Como en el caso de estos genes, la expresión de AGTJ es inducida
por maltosa y reprimida por glucosa (42) Tanto el transporte de maltosa como el de
isomaltosa actúan por un mecanismo activo de tipo simporte en el cual el azúcar es co-
transportado con un H+. Este proceso ocurre en contra de gradiente de concentración y es
dependiente del gradiente electroquímico de H~ e independiente de los niveles de ATP
(113).
El transporte de azúcares a través de la membrana plasmática es la primera etapa
catalizada de la glicolisis, principal vía de obtención de energía en levadura, y su velocidad
limita la velocidad de esta vía (25). La regulación de estos transportadores es una de las
estrategias que utiliza Saccharomyces para adaptarse a ciertos cambios nutricionales. El
hecho de que el transporte de azúcares sea el primer punto de control de la glicolisis hace
particularmente interesante su estudio.
II. Regulación del transporte de azúcares en levadura.
La captación de azúcares en levadura está regulado, al menos, por dos tipos de
mecanismos, los que afectan a la actividad de los transportadores y los que afectan a su
contenido. Los primeros permiten a la célula adaptarse rápida y reversiblemente a cambios
ocurridos en el medio (76). Así, se sabe que determinadas condiciones fisiológicas, como
el paso de aerobiosis a anaerobiosis o la carencia de fuente de nitrógeno, producen cambios
rápidos y reversibles en la actividad de los transportadores (78, 79, 115) si bien, se ignora
el mecanismo por el que estos cambios tienen lugar. Por el contrario, la regulación del
contenido celular de los transportadores permite a la célula adaptarse a cambios
medioambientales de forma relativamente lenta y duradera.
Desde hace tiempo se conocen dos mecanismos que afectan al contenido de los
transportadores en la célula y que actúan a nivel transcripcional: uno reprimiendo y otro
induciendo la expresión de dichas proteínas. En el caso de los transportadores de galactosa,
isomaltosa y maltosa, codificados por los genes GAL2, AGTJ y MAL] T-MAL6T
respectivamente, la presencia de glucosa en el medio reprime la transcripción de estos
genes mientras que, en ausencia de glucosa, la presencia del inductor correspondiente
activa su transcripción y por tanto la síntesis de las proteínas correspondientes (16, 38, 66).
Más recientemente se ha descrito que los transportadores de azúcares de levadura, tanto los
de monosacáridos como los de disacáridos, sufren una inactivación irreversible que tiene
lugar en ciertas condiciones fisiológicas. Esta inactivación es conocida como ‘inactivación
catabólica por analogía con la inactivación observada en el caso de ciertas proteínas
citosólicas (57).
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11.1. Inactivación catabólica de los transportadores.
La ‘inactivación catabólica’ se define como el proceso por el cual la actividad de
determinadas proteínas disminuye al añadir glucosa a células que están en presencia de
otras fuentes de carbono y energía (57). Este tipo de inactivación ha sido ampliamente
estudiada en el caso de proteínas citosólicas (57). En el caso de algunas proteínas de
membrana plasmática se ha visto que en presencia de glucosa, la inhibición de la síntesis
de proteínas, bien por ayuno de fuente de nitrógeno bien por adición de cicloheximida,
provoca su inactivación irreversible. El hecho de que tanto la inhibición del catabolismo de
la glucosa como la ausencia de una fuente de energía en el medio prevengan la inactivación
sugiere que este proceso es dependiente de energía (14, 25). Se ha visto también que la
inactivación afecta principalmente a la Vmax de estas proteínas y que sigue una cinética de
primer orden (25, 78). Todos estos hechos sugieren que la ‘inactivación catabólica de las
proteínas de membrana plasmática podría ser debida a su degradación y esta posibilidad
resulta muy atractiva dado que la inactivación catabólica de algunas proteínas
citoplasmáticas, como la malato deshidrogenasa, fructosa-l,6-bifosfatasa y
fosfoenolpiruvato carboxikinasa, incluye su proteolisis (32, 88, 89).
III. Degradación de proteínas.
La degradación de proteínas, a pesar de su aparente inconveniencia para la célula,
ocurre a gran escala y cumple numerosas funciones esenciales para su supervivencia. Se
sabe que la división, proliferación y diferenciación celular están controladas mediante la
degradación rápida de las ciclinas (68). Así mismo, se ha visto que la proteolisis juega un
papel esencial en la respuesta a las condiciones de estrés y en la adaptación de la célula a
los cambios medioambientales [(53).
De estos hechos se deduce que no todas las proteínas se degradan de la misma forma
en la célula sino que existen diferencias considerables en la velocidad de degradación. En
S. cerevisiae la vida media de las proteínas, es decir, el tiempo necesario para que se
degraden la mitad de sus moléculas, puede variar desde unos minutos hasta varias horas
(26, 40, 62). Esto se comprende fácilmente si se tiene en cuenta las funciones tan distintas
que desempeñan las proteínas. Por tanto, es evidente que su degradación tiene que ser un
proceso regulado y altamente especifico y el estudio de los mecanismos que lo gobiernan
ha sido objeto de numerosas investigaciones.
111.1. Mecanismos de degradación de proteínas.
Se han identificado un gran número de proteinasas localizadas en los distintos
compartimentos celulares de S. cerevisiae y también algunos de los mecanismos
implicados en la degradación de proteínas citosólicas en el proteasoma (50). Sin embargo,
al comienzo de este trabajo no se conocía todavía si las proteínas de membrana plasmática
de levadura se degradaban en la propia membrana por la acción de proteasas específicas o
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si, por el contrario y como ocurre en otros cucariotas, la degradación tenía lugar en el
interior de la célula tras su internalización por endocitosis (44).
La degradación de las proteínas en el interior celular puede llevarse a cabo, al menos,
por dos sistemas: el sistema vacuolar y el sistema citoplasmático independiente de la
vacuola (2). El sistema vacuolar de levadura es el equivalente a la vía lisosomal de células
eucariotas superiores. La vacuola se caracteriza por su pH ácido y su alto contenido en
proteinasas, todas ellas muy inespecíficas. La mayoría de estas enzimas se sintetizan como
precursores inactivos. Estos precursores sufren una primera modificación en el retículo
endoplásmico y alcanzan la vacuola, a través del aparato de Golgi, en una forma aún no
activa. Finalmente son procesados a enzimas maduros y activos en la vacuola, bien por
autocatálisis bien por acción de las endoproteinasas vacuolares PrA o PrB (67).
Excepcionalmente, algunas de las enzimas vacuolares son captadas por la vacuola
directamente del citoplasma por un mecanismo desconocido (69). La vacuola se ha
implicado en la degradación masiva de proteínas que tiene lugar en condiciones de estrés
mientras que su contribución a la degradación de proteínas en células en crecimiento se
cree muy pequeña (67, 126).
El sistema de degradación independiente de la vacuola es el equivalente a las vías no
lisosomales de eucariotas superiores. El componente central de este sistema es el
proteasoma, conocido también como complejo multicatalítico de endopeptidasas (67), que
se encuentra tanto en el citoplasma como en el núcleo (104). El primer elemento que se
identificó de este sistema fue el complejo 205, que está constituido por diversas
subunidades que se hallan organizadas formando un cilindro hueco. Esta estructura está
altamente conservada en células eucariotas, desde levaduras hasta el hombre (104). Se ha
visto que el proteasoma de levadura presenta, al menos, cinco actividades proteoliticas
diferentes entre las que se encuentran actividades similares a tripsina, quimiotripsina y
peptidil-glutamil-péptido hidrolasa, que catalizan la rotura de enlaces peptídicos en los que
el grupo carboxilo corresponde, respectivamente, a residuos básicos, hidrofóbicos y ácidos
(48). Recientemente se ha visto que el proteasoma 20S forma complejos con distintas
subunidades reguladoras que modifican su actividad. Así, la unión del regulador 118 al
proteasoma 20S parece estimular su actividad peptidasa pero no su actividad proteasa. Este
complejo se ha implicado en la producción de péptidos antigénicos para su presentación
por el complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 (104). Por otro lado, el
proteasoma 208 se une al regulador 198 para formar el complejo denominado proteasoma
265. Este proteasoma es capaz de degradar proteínas plegadas mientras que el proteasoma
208 sólo degrada proteínas desnaturalizadas, lo que sugiere que una de las actividades de la
subunidad 195 es modificar la estructura de las proteínas que van a ser degradadas por este
complejo (54, 97). El proteasoma 268 se ha implicado en la degradación de proteínas
anormales y también en las de vida media corta como las ciclinas (62, 97). Esta
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degradación puede llevarse a cabo de forma tanto dependiente como independiente de
ubicuitina (Ub) (50, 97).
111.2. La vía de la ubicuitina.
La Ub es un péptido de 76 aminoácidos altamente conservado que se encuentra sólo
en células eucariotas (99). Este péptido se ha implicado principalmente en la degradación
rápida de proteínas citosólicas en el proteasoma 26S, si bien no todas las proteínas que
ligan Ub se degradan rápidamente (55). La degradación de una proteína en el proteasoma
26S por la vía de la Ub consta de dos etapas: la primera consiste en la señalización de la
proteína mediante la unión covalente de una o varias moléculas de Ub (Esquema 1-A), y la
segunda en la degradación de la proteína conjugada a Ub. Finalmente, la Ub se recupera
mediante su liberación de los péptidos resultantes, para ser usada en un nuevo ciclo de
degradación (Esquema I-B).
La conjugación de Ub a la proteína sustrato requiere la acción de dos, y en algunas
ocasiones tres, enzimas. Primeramente, una enzima activante de Ub (El), en una reacción
dependiente de ATP, forma un intermedio de tipo tiol-ester con el grupo carboxilo de la
glicina terminal de la Ub. A continuación, la Ub así activada es transferida a una enzima
conjugante de Ub (E2), a la cual queda unida por un enlace también de tipo tiol-ester.
Finalmente, la Ub es transferida al grupo E-amino de determinadas lisinas de la proteína
sustrato, formándose un enlace peptídico entre el grupo carboxi-terminal de la Ub y el
grupo amino de la lisina. A veces, este último paso requiere la participación de una
ubicuitin-proteina ligasa (E3), cuya función no está muy clara. Unos autores consideran
que la función de E3 es reconocer la señal de degradación en la proteína sustrato, unirse a
ella y catalizar la transferencia de Ub desde el complejo E2-Ub a la proteína sustrato [46].
Otros consideran que la función de la enzima E3 es más compleja: en primer lugar la
enzima se uniría a Ub y se formaría el complejo E3-Ub. al que se uniría la proteína sustrato
a través de E3. A continuación, la propia E3 catalizaría la formación del enlace peptídico
entre la Ub y la proteína (99).
En la segunda etapa de la vía (Esquema I-B) la proteína es degradada por el
proteasoma 26S y mediante la acción de las enzimas ubicutín-hidrolasas o enzimas des-
ubicuitinizantes (E4), la Ub es separada de los péptidos resultantes y recuperada en su
forma libre para ser utilizada en un nuevo ciclo de degradación (54).
Se conoce una única enzima El cuya función es esencial para la célula. Sin embargo,
se sabe que las enzimas E2, E3 y E4 son muy numerosas. Así, se han descrito hasta 13
enzimas E2 en levadura y muchas más en mamíferos. Con respecto a las E3, aunque
pertenecen a una familia muy numerosa que sigue aumentando, parece improbable que
exista una enzima E3 para cada uno de las diferentes proteínas sustratos. Se cree más bien
que una misma enzima E3 pueda reconocer diferentes proteínas con motivos estructurales
similares (22). Las enzimas E4 son también muy numerosas y engloban enzimas de dos
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Esquema 1. La vía de la ubicuitina. (A) Conjugación de Ub a la proteína sustrato.
(1) Activación de Ub por El. (2) Transferencia de Ub de El a una de las enzimas E2.
(3) Transferencia de Ub de E2 a E3. (4) Formación del complejo proteína-E3-Ub y
transferencia de Ub a la proteína sustrato. (B) Degradación de la proteína ubicuitinada
por el proteasoma 265. (5) Recuperación de Ub mediante la acción de las enzimas E4.
o
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familias diferentes, ubicuitin-hidrolasas y ubicuitín-proteasas-especificas. Las primeras
están implicadas en la liberación de la Ub unida a moléculas pequeñas como lisinas o
péptidos. Las segundas catalizan la liberación de Ub de los complejos Ub-proteina y de
cadenas libres de Ub (54, 64). Tanto en levadura como en eucariotas superiores, se ha
identificado un elevado número de estas últimas enzimas, lo que sugiere que algunas de
ellas podrían reconocer de forma específica distintos complejos de Ub (22).
111.3. Funciones de la ubicuitina.
Durante bastante tiempo se pensaba que el papel más importante de la Ub era la
señalización de proteínas citosólicas y, en general, de proteínas de vida media muy corta,
para ser degradadas por el proteasoma 26S (54, 99). También se creía que, en el caso de las
proteínas de membrana plasmática, tanto su señalización como su degradación tenía lugar
por otros sistemas (109). Diversas lineas de evidencia han indicado que, como se suponía,
la degradación de las proteínas de membrana plasmática tiene lugar independientemente del
proteasoma, en la vacuola, tras su internalización por endocitosis (29, 87, 101, 135). Sin
embargo, en el caso de la señalización se demostró durante el desarrollo de este trabajo, que
la internalización de una proteína de membrana plasmática, el transportador del factor-a
(Ste6p), es desencadenada, como en el caso de las proteínas citosólicas, por su unión a Ub
(70). Posteriormente se ha obtenido evidencia, tanto en células de mamífero como en
levadura, de que otras proteínas de membrana plasmática también se unen a Ub antes de ser
internalizadas (29, 34,47, 52, 70, 125).
De todo esto se deduce que la Ub puede actuar como señal para desencadenar, al
menos, dos procesos diferentes: la degradación de proteínas citosólicas por el proteasoma
26S y la internalización de proteínas de membrana plasmática para su degradación en la
vacuola. Este hecho plantea la pregunta de cómo estos dos sistemas de degradación, el
proteasoma y la vacuola, reconocen sus respectivos sustratos. Puede ocurrir que una sola
molécula de Ub se ligue por su extremo carboxilo a una lisina de la proteína sustrato.
También puede ocurrir que varias moléculas de Ub se liguen de esta misma forma a varias
lisinas de la proteína. Ambos tipos de modificación se conocen en la literatura como
mono-ubicuitinación’ (33). Por otra parte, puesto que la Ub contiene en su secuencia 7
lisinas, puede ocurrir que a alguna de estas usinas se ligue otra molécula de Ub. La adición
sucesiva de moléculas de Ub daría lugar a la formación de cadenas (51, 54), cuya
estructura variaría en función de la lisina (Lys) que interviniera en la unión Ub-Ub (1, 63).
Este tipo de modificación se denomina en la literatura poli-ubicuitinación (12). En la
Figura 1 se representa de forma esquemática un ejemplo de estos dos tipos de
modificaciones. El hecho de que existan estas distintas posibilidades ha llevado a postular
que, las diferencias en la modificación por Ub de las proteínas de citosol y de membrana
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Figura 1. Tipos de modificaciones por Ub de proteínas de membrana plasmática.
“Mono.ubicuitinación “: unión de una molécula de Ub a una (A) o más lisinas (B) de
la proteína sustrato.
“Pali-ubicuitinación”: unión de cadenas de Ub a una o más lisinas de la proteína
sustrato. La estructura de las cadenas (C y D) depende de la lisina que interviene en la
unión Ub-Ub.
B
Proteína
D
Cadena de Ub
Proteína
Cadena de Ub
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plasmática podrían ser responsables de su reconocimiento por sus respectivos sistemas de
degradación.
Se ha visto que en S. cerevisiae, in vivo, se forman cadenas de Ub en las que
intervienen la Lys-29, -48 ó -63 (31, 63, 119) y que estas cadenas están implicadas en
diferentes funciones: las cadenas formadas por uniones en la Lys-29 en la denominada ‘vía
de degradación por fusión de Ub (UFD), cuyos sustratos fisiológicos no se conocen (63);
las formadas por uniones en la Lys-63 en resistencia a estrés (1) y en reparación de ADN
(119); y las formadas por uniones en la Lys-48 en el reconocimiento y degradación de
proteínas citosólicas por el proteasoma (31).
En el caso de proteínas de membrana plasmática, se han descrito recientemente dos
tipos de modificaciones por Ub: “mono-ubicuitinación” y poli-ubicuitinación’ con
cadenas unidas por la Lys-63 (33, 127). La mono-ubicuitinación, que como ya hemos
comentado se define como la unión de una Ub a una o más lisinas de la proteína sustrato,
parece ser necesaria y suficiente para desencadenar la velocidad máxima de internalización
del receptor del factor-a, esto es, de una proteína con 7 segmentos transmembrana (7-
TMS) (127). Por el contrario, se ha mostrado que la formación de cadenas unidas por la
Lys-63 parece necesaria para la internalización a velocidad máxima de la uracil permeasa y
el transportador general de aminoácidos (33, 122), es decir, para la internalización de dos
proteínas de 12 segmentos transmembrana (12-TMS). Basándose en estos hechos, se ha
postulado que los diferentes requerimientos, en lo que se refiere a Ub, para la
internalización de estos dos tipos de proteínas podrían ser debidos a su diferente tamaño y
número de TMS. Así, la mono-ubicuitinación podría ser suficiente para la interacción
con la maquinaria endocítica de proteínas pequeñas como el receptor del factor-a (7-TMS),
mientras que en el caso de proteínas grandes, como los transportadores de uracilo y de
aminoácidos (12-TMS), esta interacción podría requerir su ‘poli-ubicuitinación (127).
IV. Significado fisiológico de la inactivación de los transportadores
de azúcares.
La levadura utiliza, como ya hemos dicho, monosacáridos y disacáridos como fuente
de carbono y de energía (76). Sin embargo, consume glucosa preferentemente a cualquier
otra fuente de carbono siempre que este azúcar se halla disponible en el medio. Esta
utilización preferente está asegurada por distintos mecanismos de control desencadenados
por la propia glucosa: inducción de la síntesis de los transportadores de glucosa (93) y
represión (38) e inactivación (58) de proteínas requeridas específicamente para el
catabolismo de otros sustratos. Dado que los transportadores de azúcares diferentes de los
de glucosa pertenecen a este último grupo de proteínas, se viene asumiendo que la
inactivación por glucosa de estos transportadores es un mecanismo de regulación para
favorecer el uso preferente de este azúcar.
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Esta idea de que la inactivación por glucosa de los transportadores de otros azúcares
es un mecanismo de regulación se basa en dos suposiciones: i) la glucosa inactiva
específicamente los transportadores de azúcares distintos de los de glucosa. u) La
inactivación de estos transportadores es producida específicamente por glucosa, otras
fuentes de carbono fermentables no son capaces de producirla.
Sin embargo, resultados obtenidos tanto en nuestro laboratorio como en otros
laboratorios, indican que la primera suposición no es correcta puesto que se ha visto que en
las condiciones en las que tiene lugar la inactivación catabólica, esto es, en ayuno de fuente
de nitrógeno, la adición de glucosa desencadena la inactivación no sólo de los
transportadores de azúcares diferentes de los de glucosa, sino de todas las proteínas de
membrana plasmática ensayadas: la H~-ATPasa (7), el transportador de potasio (8, 102) la
uracil penneasa (135) y todos los transportadores de azúcares ensayados (59, 101), incluso
algunos de los propios transportadores de glucosa, como el Hxt6 y Hxt7 (14, 71). Sería
interesante establecer si la segunda suposición es o no es correcta, es decir, investigar si la
inactivación de los transportadores de azúcares es realmente producida específicamente por
glucosa o si, por el contrario, otras fuentes de carbono producen una inactivación similar.
Si azúcares diferentes de la glucosa inactivasen al transportador con la misma eficacia que
la glucosa indicaría que, la llamada inactivación catabólica’ de los transportadores de
azúcares no es, como se viene asumiendo, un mecanismo específico de regulación.
Objetivos 17
OBJETIVOS
Objetivos 18
OBJETIVOS
Tras considerar la información disponible sobre los temas comentados, nos
propusimos los siguientes objetivos:
- Establecer si la ‘inactivación catabólica de los transportadores de azúcares de
levadura es o no es debida a su degradación utilizando el transportador de maltosa como
modelo experimental.
- En caso de que la inactivación fuera debida a degradación, establecer si requiere
la vía de la Ub.
- En caso de requerir esta vía, establecer que tipo de modificación por Ub, ‘mono-
ubicuitinacióno poli-ubicuitinación’, es necesaria.
- Establecer si la ‘inactivación catabólica’ de los transportadores de azúcares es
producida específicamente por glucosa o si, por el contrario, otras fuentes de carbono
pueden ser igualmente eficaces.
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L MATERIALES
1. Equipo instrumental, enzimas, isótopos y reactivos.
Los aparatos utilizados en la realización de este trabajo han sido los habituales en un
laboratorio de microbiología.
Las enzimas de restricción y los tampones para su uso y la ADN ligasa del bacteriófago T4
procedían de Boehringer Manheim, Pharmacia o Fermentas. La fosfatasa alcalina de intestino de
ternera para fines bioquímicos procedía de Merck y la utilizada en biología molecular de New
England Biolabs. La RNAsa pancreática y la lisozima procedían de Merck, la U-[14C]-maltosa y U-
[‘<1-galactosa de Amersham International y los inhibidores de proteasas y de fosfatasas procedían
de Sigma. La acrilamida y la N-N-bisacrilamida procedían de Merck. El resto de los reactivos
utilizados eran de grado analítico.
2. Material biológico.
2.1. Cepas de Saccharomyces cerevisine y Escherichia cotí.
Las cepas de S. cerevisiae y de E. cok utilizadas en este trabajo y su genotipo más relevante
se detallan en las Tablas 1 y II, respectivamente.
2.2. Plésmidos.
Se utilizaron los plásmidos que se describen a continuación:
pRML1. Plásmido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene el locus MAL] de S.
cerev¡siae. Este locus esta formado por tres genes: MALI], que codifica el transportador de
maltosa; MALI2, que codifica la maltasa y MALI3, que codifica un activador de ¡a transcripción de
los otros dos genes. Además, contiene los genes URA3 y TRPJ de S. cerevisiae como marcadores
de selección (105).
pRS423. Plásmido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene el gen HIS3 de S.
cerevisiae como marcador de selección (23).
YEp96. Plásmido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene un gen que codifica la
Ub de levadura bajo el promotor CUPJ que es inducible por cobre. Además, contiene el gen TRPJ
de S. cerevisiae como marcador de selección (28).
YEpLO5. Plásmido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de levadura
que lleva en su extremo amino el epítopo c-myc (10 aminoácidos de la proteína humana c-myc)
(28).
YEp9ÓUbK29R. Plásmido derivado de YEp9Ó que contiene un gen que codifica una Ub de
levadura en la que la lisina en posición 29 ha sido sustituida por arginina (28).
YEp9ÓUbK48R (También denominado YEpI 10). Plásmido derivado de YEp96 que
contiene un gen que codifica una Ub de levadura en ¡a que la lisina en posición 48 ha sido
sustituida por arginina (56).
YEp96UbKÓ3R. Plásmido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de
levadura en la que la lisina en posición 63 ha sido sustituida por arginina (33).
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Tabla 1. Cepas dc 5. cerevisiae.
Cepa Genotipo Referencia
ATCC 42407
MALl.1c~D
YLP- iT
X106-3D
23346c
27038a
MATa suc- MAL GAL
MATa leul ftp) MAL1R~1c (mal2J
ma122 2 TRPJ)
Cepa anterior transformada con el plásmido
pRMl.1 descrito en Materiales.
MATa gal8ohisl ura3
MATa NPJI ura3
MATa npil ura3
Dra. Lagunas
Rodicio, 1986
Rodicio, 1986
Nevado et al, 1996
Egneret al, 1996
Egner et al, 1996
MATa DOA4 his3-A200 leu2-3.¡)2
lys2 -801 MALII MAL12 MAL/3
MATa doa4::LEU2 his3.A200 lys2-801
MAL)) MALJ2 MAL13
MATa end4 leu2 his4 bar)-) MALi]
Papa et al, 1993
Papaet al, 1993
Raths et al, 1993
pRMl.l MALI2 MALJ3
Tabla II. Cepas de E. coli.
Cepa Genotipo Referencia
DHSa supE44 AlacUl69 (80 IacZAMI5)
hsdRlJ recAí endAl gyrA96 retAl Sambrook et al., 1989
TOI supE hsdA5 Mi (Alac-praAB) FRIraD36 sambrook et al., 1989
proAB~ lac ¡q /acZAM 15)
MHY 501-
pRMI.1
MHY 623-
pRMl.l
RH268- 1 c-
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YEp96UbRRR. Plásmido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de
levadura en la que las lisinas en posición 29, 48 y 63 han sido sustituidas por argininas (28).
LHp 306. Plásmido derivado de YEp96 que codifica una ubicuitina de levadura en la que
todas la lisinas, situadas en posición 6, 11, 27, 29, 33, 48 y 63, han sido sustituidas por argininas
(127).
Los plásmidos generados en este trabajo que cotienen genes que codifican una Ub silvestre o
Ub con diferentes mutaciones se describen en la tabla III. La construcción de estos plasmidos se
detalla en el esquema II (Resultados).
Tabla III. Plásmidos que contienen genes que codifican diferentes Ubs
Nombre del plásmido Tipo de Ub que codifica
pLPI8-Ub Ub silvestre
pLPI8-UbK29R Ub que tiene la lisina-29 sustituida por arginina
pLPI 8-UbK4SR Ub que tiene la lisina-48 sustituida por arginina
pLPI 8-UbK63R Ub que tiene la lisina-63 sustituida por arginina
pLPI8UbRRR Ub que tiene las lisinas-29, -48 y -63 sustituidas por
argininas
pLPI8-Ub-no-Lys Ub que tiene sus? lisinas sustituidas por argininas
pLP2 Ubque lleva en su extremo amino el epitopo c-myc
2.3. Anticuerpos.
- Anticuerpos policlonates (suero inmune) frente al transportador de maltosa.
Los anticuerpos policlonales frente al transportador de maltosa fueron obtenidos por la Dra.
M. Herweijer de Gist-Brocades (DelfÉ. Holanda). Para ello, se inyectó a un conejo una proteína
recombinante del transportador de maltosa obtenida expresando el plásmido pEXMPO3 en E. coli.
Este plásmido contenía el fragmento EcoRI-HincII de 658 bp del gen del transportador de maltosa
fusionado al gen LacZ del plásmido pEX-3 (124).
- Anticuerpos policlonales (suero inmune) frente a Ub.
Los anticuerpos utilizados para detectar Ub eran anticuerpos de conejo frente a Ub de
globulos rojos de vaca conjugada a KLH. Estos anticuerpos procedían de Sigma.
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- Anticuerpos secundarios.
Los anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo eran anticuerpos de cabra frente a IgG
de conejo y conjugados a fosfatasa alcalina o a peroxidasa. Estos anticuerpos procedían,
respectivamente, de Bio-Rad y Biosource International.
3. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo se esterilizaban en autoclave, en atmósfera de sobrepresión, a 121oC
durante 20 minutos. Los medios sólidos se preparaban aliadiendo agar-agar 1.5% concentración
final.
3.1. Medios de cultivo para S cerevisloe
3.1.1. Medio YP.
Medio rico, utilizado para el crecimiento de levadura en el trabajo de rutina, compuesto de
1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa o maltosa según se indica en cada experimento.
Cuando la fuente de carbono era maltosa, se añadía antimicina A, un inhibidor de la respiración.
que se utilizaba para forzar la fermentación de maltosa y evitar así la pérdida del plásmido pRMl .1
que contiene el ¡ocus MALI. Se preparaba una solución 5 mM de antimicina A en etanol que se
mantenía a 40C y de ella se añadían alícuotas al medio para una concentración final de 5 gM
inmediatamente antes de inocular.
3.1.2. Medio YNB
Medio mínimo comercial que contiene sulfato amónico y las sales minerales y vitaminas
necesarias para el crecimiento de la levadura pero que carece de aminoácidos. Se preparaba según
recomienda la casa comercial y se suplementaba con los requerimientos auxotróficos de las cepas a
las concentraciones descritas en Methods in yeast genetics [80].Tras ser esterilizado, se añadía la
fuente de carbono indicada en cada experimento para una concentración final del 2%. La fuente de
carbono se preparaba concentrada 10 veces y se esterilizaba previamente a ser usada. Cuando la
fuente de carbono era maltosa, se añadía antimicina A en el momento de inocular según se ha
descrito en el apanado anterior.
3.2. Medios para E. cali.
Para el crecimiento de este microorganismo se utilizaba el medio LB (Luna Broth) que
contiene 10 g/l de bacto-triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCí. La solución se
ajustaba a pH 7.5 con NaOH y se esterilizaba en autoclave. Cuando se crecían bacterias
transformadas con plásmidos que contenían el gen de resistencia a ampicilina, se añadía ampicilina
a una concentración final de 50 gg/ml. La ampicilina se preparaba concentrada 1000 veces, se
mantenía a ~20oCy se añadía al medio en el momento de ser inoculado.
4. Medio de inactivación
Este medio carecía de fuente de nitrógeno y se preparaba con agua MilliQ. Su composición,
referida a un litro, era la siguiente:
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- Sales minerales y oligoelementos: K2PO4H 5.92 g; KPO4H2 0.2g; H3P04 al 85% 1.7 mí;
KCL 9 mg; NaCL 0.25 g; MgS04~7H2 00.25 g; FeCI2 1 mg; SO4Zn 1.8 mg; CuSO4 0.lmg. Esta
solución se ajustaba a pH 6.0 con KOH y se esterilizaba en autoclave. Un vez fría se añadían, en
esterilidad, las vitaminas y la fuente de energía, al 2%, adecuada para el experimento.
- Vitaminas: Biotina 0.02g; D-pantotenato cálcico 0.Smg; Inositol 10 mg; Tiamina 4 mg;
Piridoxina lmg. Las vitaminas, que se preparaban concentradas 1000 veces, se esterilizaban por
filtración a través de un filtro Renner Gmbl-l de 0,2 ~m de tamaño de poro y se conservaban a 40C.
- Fuente de energía: cuando se utilizaban azúcares, se preparaba una solución al 20% que se
esterilizaba en autoclave. Se añadía para concentración final del 2% en el momento de iniciar el
experimento. En el caso del etanol se utilizaba el producto comercial y se añadía también parauna
concentración final del 2% en el momento de iniciar el experimento
5. Medio de endocitosis.
La composición de este medio era la misma que la del medio de inactivación pero, en este
caso, la fuente de energía era glucosa.
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1. Crecimiento de las células.
Las cepas de S. cerevisiae y de E. coli se conservaban a -70’~C suspendidas en glicerol al 15 y
20% (p/v), respectivamente. Las de uso frecuente se mantenían a4oC en placas petri crecidas en el
medio sólido adecuado en cada caso. El cultivo en medio líquido se realizaba en matraces cuya
capacidad era al menos 5 veces el volumen del medio de cultivo que contenían. Con ello se
aseguraba una buena aireación. La incubación de S. cerevisiae y E. cok se realizaba,
respectivamente, a 30 y 370C con agitación vigorosa (200-250 rpm). El cultivo en medio sólido se
realizaba en placas petri que se incubaban a las temperaturas indicadas. El crecimiento celular se
seguía midiendo la turbidez del cultivo a 640 nm en un espectrofotómetro Hitachi 100-10. En base
a curvas de calibración previamente obtenidas, se consideraba que 1 ml de un cultivo de levadura
de una absorbancia de 1 unidad de densidad óptica (OD) correspondía a 0.29 mg proteína. Para
detectar posibles contaminaciones bacterianas, los cultivos se examinaban al microscopio óptico.
2. Condiciones de inactivación.
Para desencadenar la inactivación de los transportadores de azúcares se ayunaba a las células
de fuente de nitrógeno. Para ello, células creciendo exponencialmente se recogían por
centrifugación a 5000 rpm durante 3 minutos. Se lavaban con agua milliQ, se suspendían en un
volumen de medio de inactivación (Materiales) 3 veces superior al volumen inicial de cultivo, para
evitar que se agotasen los nutrientes durante el experimento, y se añadía la fuente de energía que se
indicaen cada experimento. La suspensión se incubaba a 300C con agitación (180-200 rpm).
Para evitar contaminaciones bacterianas durante las manipulaciones se añadía a la suspensión
250-500 ¡ig/ml clorhidrato de tetraciclina concentración final.
3. Condiciones de endocitosis.
La endocitosis del transportador de maltosa se desencadenaba ayunando a las células de
fuente de nitrógeno. Para ello, las células se recogían, se suspendían en el medio de endocitosis
(Materiales) y se incubaban como se ha descrito más arriba.
Para evitar contaminaciones bacterianas durante las manipulaciones se añadía a la suspensión
250-500 ~xg/mlclorhidrato de tetraciclinaconcentración final.
4. Obtención de extracto crudo celular por el método habitual.
Se utilizó el método desarrollado por Serrano (1983) (114) ligeramente modificado.
4. 1. Soluciones empleadas.
- Tampón de rotura de células:
DTh2mM
EDTA 5 mM
Tris-UCI 50 mM pH 8.5
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- Solución de lavado:
DTE 0.5 mM
EDTA 0.5 mM
Tris-HCI 50 mM pH 8.0
- Solución GTED:
DTEO.I mM
EDTAO.í mM
Glicerol al 20% (y/y)
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
Estas tres soluciones se conservaban a 4oC.
- Inhibidores de proteasas:
Se preparaban soluciones stock conteniendo PMSF 0.1 M en etanol, IAA 0.lM,
chimostatina 2.5 mg/ml en DMSO y leupeptina 1 mg/mí, que se conservaban a -200C. De
estas soluciones se tomaban alícuotas para alcanzar las concentraciones deseadas en cada
caso.
4.2. Procedimiento.
Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a. aproximadamente, 125 mg de
proteína se centrifugaba a 3000-4000 rpm durante 5 minutos. Las células se suspendían en 50 ml de
agua destilada, se transferían a un tubo picudo de plástico de 50 ml de capacidad y se centrifugaban
en las condiciones descritas más arriba. Se retiraba el sobrenadante y se añadían 4 ml de tampón de
rotura frío, PMSF 1 mM concentración final y 8 ml de bolas de vidrio de 0.5 mm de diámetro
previamente enfriadas. En algunos experimentos, además de PMSF se añadía IAA 1 mM,
chimostatina 25 gg/ml y leupeptina 10 ~ig/mIconcentración final. Se agitaba en vortex durante un
minuto y se dejaba enfriar en hielo durante otro minuto. Este proceso se repetía 5 veces. Se recogía
el sobrenadante con una pipeta pasteur y las bolas se lavaban 3 veces con 4 ml de la solución de
lavado en presencia de PMSF 1 mM y, cuando era necesario, del resto de los inhibidores. Los
líquidos de lavado se reunían con el sobrenadante y se centrifugaba a 40C a 3000 rpm el rotor JA-
20 en una centrifuga Beckman J2-21 durante 10 minutos. El sobrenadante constituía el extracto
crudo celular que se conservaba en alícuotas a -700C hasta su análisis.
5. Obtención de extracto crudo celular por el método alcalino.
Se siguió el método descrito en Silve (¡991) (118) con alguna modificacion.
5.1. Soluciones empleadas.
- Solución de rotura de células:
NaOH 1.85 M
Mercaptoetanol 2%
Esta solución se conservaba a-20”C
- Solución Laemmli (conservada a -200C):
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Tris-HCI 62.5 mM pH6.8
SDS 2%
DTE 20 mM
EDTA 2 mM
Sacarosa 10%
Azul de bromofenol 0.1 mg/ml
- Solución Tris IM
5.2. Procedimiento
Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a, aproximadamente, 1 mg de proteína
se centrifugaba a 3000 rpm durante 5 minutos. Las células se suspendían en 1 ml de agua destilada,
se transferían a un eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se centrifugaban durante 2 minutos a 12000
rpm en una microcentrífuga. El pellet se suspendía en 0.250 ml de la solución de rotura y se dejaba
10 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo, se añadían 0.250 ml de TCA 50%, se dejaba otros
10 minutos en hielo para que precipitasen las proteínas y se centrifugaba durante 10 minutos a
12000 rpm. El pellet se lavaba 2 veces con 1 ml de agua fría y se suspendía en 0.250 ml de la
solución de Laemmli descrita más arriba. Se calentaba durante 10 minutos a 370C y se aplicaba en
el gel de SDS-poliacrilamida.
6. Obtención de la fracción cruda de membranas.
6.1. Soluciones empleadas.
- Solución OTED:
DTEO.l mM
EDTAO.1 mM
Glicerol al 20% (y/y)
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
Estas solución se conservaba a 40C.
- Solución de PMSF 0.lM en etanol. Conservado a .200C
6.2. Procedimiento.
La fracción cruda de membranas se obtenía a partir del extracto crudo celular obtenido como
se describe en Métodos 4. Para ello, el extracto crudo se centrifugaba a 40C a 30000 rpm durante 30
minutos en el rotor 6OTi en una ultracentrífuga Beckman LS-SS. El pellet obtenido se suspendía en
1.5 ml de la solución GTED añadida de 1 mM PMSF y se homogeneizaba en un homogenizador
manual de vidrio esmerilado previamente enfriado. La suspensión obtenida constituía la fracción
cruda de membranas que se conservaba en alícuotas a -70~C hasta su análisis.
7. Obtención de la fracción purificada de membrana plasmática.
7.1. Soluciones empleadas.
- Solución GTED, descrita en el apartado anterior.
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- Solución de sacarosa al 53.5%
Sacarosa al 53.5%
DTEO.í mM
EDTAO.í mM
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
- Solución de sacarosa al 43.5%
Sacarosa al 43.5%
DTEO.í mM
EDTAO.1 mM
Tricina-Tris 10 mM pH 7.5
Las concentraciónes de sacarosa se ajustaban utilizando un refractómetro y se conservaban a
~20OC.
- Solución PMSF 0.1 M en etanol conservada a -20’C.
7.2. Procedimiento.
Se preparaba un gradiente discontinuo de sacarosa en un tubo del rotor SW-60 en el que se
depositaban 0.7 ml de la solución de sacarosa al 53.5% y a continuación, dejando resbalar por las
paredes, 1.4 mIde la solución de sacarosa al 43.5%. A este gradiente se aplicaba cuidadosamente la
fracción crnda de membranas obtenida como se describe más arriba. Se centrifugaba a 4~C a 55000
rpm durante 3 horas, en una ultracentrífuga Beckman L8-553 en un rotor 5W60 y, transcurrido este
periodo, se dejaba detener el rotor sin utilizar el freno. Tras la centrifugación se distinguían
ópticamente 4 zonas en el gradiente:
1) Parte superior, de aspecto blanquecino constituida por material graso suspendido en la
solución GTED de la muestra.
2) Banda situada en la interfase GTED/sacarosa al 43.5% que contiene la membrana
mitocondrial.
3) Banda situada en la interfase sacarosa al 43.5%/sacarosa al 53.5% que contiene la
membrana plasmática.
4) Sedimento que contiene los componentes de mayor densidad de la célula, como ácidos
nucleicos y polisacáridos.
Después de eliminar la banda de la membrana mitocondrial y la solución de sacarosa al
43.5% por aspiración a vacío con una pipeta Pasteur, se recogía muy cuidadosamente la banda
correspondiente a la membrana plasmática. Se diluía con 3 volúmenes de agua destilada fría, se
mezclaba y se centrifugaba a 4”C a 40000 rpm en el rotor 5OTi en una ultracentrífuga Beckman
LS-SS durante 30 minutos. El pellet se suspendía en 1 ml de la solución OTED añadida de lmilvI
PMSF y se homogeinizaba. El homogeneizado constituía la fracción purificada de membrana
plasmática que se conservaba en alícuotas a -70”C hasta su análisis.
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8. Medida de fermentación y respiración.
La fermentación y respiración se midieron siguiendo la producción de C02 y consumo de
02, respectivamente, en un respirómetro de Warburg siguiendo las técnicas convencionales (130)
Las células se recogían durante el crecimiento exponencial, se lavaban con agua y se suspendían en
medio YP o en medio de inactivación conteniendo el azúcar a ensayar. Alícuotas de 1 ml de esta
suspensión se depositaban en matraces del respirómetro de 15 ml de capacidad, que se sumergían
en el baño previamente calentado a 300C. Los matraces se mantenían en agitación durante todo el
experimento. Antes de comenzar las lecturas manométricas se atemperaban las suspensiones
celulares durante 15 minutos. En cada experimento se llevaba en paralelo un matraz sin células con
el fin de corregir las posibles oscilaciones de los barómetros debidas a cambios de temperatura o de
presión atmosférica. Los cambios de presión en los manómetros se medían cada 10 minutos durante
3-6 horas.
9. Medida de los transportes.
9.1. Transporte de maltosa.
Se siguió el método descrito por Serrano (1977) (113) con alguna modificación.
9.1.1. Soluciones empleadas
- Acido tartárico 0.1 M pH 4.2. Se conservaba a40C.
- U- [14C]maltosa 45 mM (0.5 .tCi4tmol).
- Liquido de centelleo Optiphase ‘HiSafe2”.
9.1.2. Ensayo.
Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a 5 mg de proteína se centrifugaba en
tubos cónicos en una centrífuga de mesa. Las células se lavaban con 10 mide ácido tartárico 0.1 M
pH 4.2 y se resuspendían en 0.25 ml de la misma solución. La suspensión de células se incubaba a
20W durante 3 minutos. El transporte se iniciaba depositando 50 pi de la suspensión de células en
un tubo cónico que contenía 5 pi de la solución de maltosa radioactiva. Transcurridos 15 segundos
de incubación a 200C, la reacción se detenía añadiendo 10 ml de agua a 40C. Inmediatamente, la
suspensión se filtraba a vacío a través de un filtro de fibra de vidrio GF/C y las células fijadas al
filtro se lavaban con otros 10 ml de agua fría. El filtro se introducía rápidamente en viales que
contenían 3 ml del líquido de centelleo. Pasados 30 minutos, la radioactividad se contaba en un
contadorde centelleo durante 1 minuto.
Para medir la adsorción inespecífica de maltosa radiactiva a las células o al filtro, se
suspendía una alícuota de 50 pi de la suspensión de la levadura en 5 ml de agua previamente
calentada a baño maría. Se dejaba hervir durante 5 minutos y se enfriaba en hielo. Se añadía 5 ml
de agua fría y 5 pi de la solución de maltosa radioactiva, se filtraba inmediatamente y se seguía el
mismo tratamiento que en la medida del transporte. Los valores obtenidos se restaban de los de la
medida del transporte.
Para conocer la relación entre la radiactividad y la concentración de maltosa, 50 ¡tI de la
solución de maltosa radiactiva diluida 1/100 se depositaban sobre un filtro húmedo que se
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introducía inmediatamente en el vial con el líquido de centelleo. La radiactividad se contaba como
en los casos anteriores.
9.2. Transporte de galactosa.
Se siguió el método descrito por De Juan (1986) (25) con alguna modificacion.
9.2.1. Soluciones empleadas.
- KH2PO4 SOmiM pH 6. Se conservaba a 4
0C.
- U- [14C]galactosa SSmM (0.4 ¡tCi/gmol).
- Liquido de centelleo Optiphase HiSafe2.
9.2.2. Ensayo.
Para medir el transporte de galactosa se seguía el mismo procedimiento que en el caso del
transporte de maltosa excepto que, en vez de utilizar ácido tartárico 0.lM pH 4.2 se utilizaba
KH
2PO4 50 mlvi pH 6.
10. Tratamiento del transportador con fosfatasa alcalina.
101. Soluciones empleadas.
- Tris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCI2 1 mM, ZnSO4 0.1 mM.
- SDS 20%
- Fosfatasa alcalina.
- Inhibidores de proteasas como se describe en Métodos 4.
10.2. Ensayo.
El tratamiento con fosfatasa alcalina se realizó en muestras de fracción purificada de
membrana plasmática. Alícuotas correspondientes a 200 gg de proteína se centrifugaban a 4
0C a
12000 rpm en una microfuga durante 10 minutos. El pellet se suspendía en 20 pi de un tampón que
contenía Tris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCI
2 1 mM y ZnSO4 0.1 mM, se añadían 5 ¡tI de SDS 20% y
se calentaba a 42W durante 15 minutos. A continuación, se añadían 200 pi del mismo tampón con
el fin de diluir el SDS, se dividía el volumen final en dos alícuotas iguales y, a una de ellas, se
añadían 5 pi de fosfatasa alcalina. Ambas alícuotas se incubaban a 37
0C durante 1 hora. Para evitar
la degradación del transportador durante la última incubación, se añadían los inhibidores de
proteasas a las concentraciones indicadas en Métodos 4. Terminado el tratamiento con la fosfatasa,
las muestras se trataban según se indica en Métodos 13.
11. Determinación de la concentración de proteínas.
La determinación del contenido de proteína se realizaba por el método de Lowry (1951) (80)
previa precipitación con TCA. Para ello, se tomaba una alícuota de la muestra a ensayar, se añadía
TCA para una concentración final del 5% y se incubaba en hielo 10 minutos. Se centrifugaba 5
minutos a 12000 rpm en una microfuga, se eliminaba el sobrenadante exhaustivamente y el
precipitado se disolvía en NaOH 1 N. Para facilitar su solubilización se calentaba unos minutos al
baño maría. Una vez disuelta la proteína se procedía a su valoración siguiendo el método de Lowry
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[84]. La estimación de la concentración de proteína se realizaba a partirde una curva de calibración
obtenida, para cada ensayo, utilizando una solución de BSA 1 mg/ml tratada igual y
simultáneamente que las muestras problemas.
12. Determinación de la concentración intracelular de ATP.
Para determinar el contenido intracelular de ATP, las células se recogían seguiendo el
método de filtración rápida descrito en (110) y se sumergían en nitrógeno líquido. Tras su
extracción con ácido perclórico (110), el ATP contenido en el extracto se medía enzimáticamente
utilizando fosfoglicerato kinasa como se describe en (61).
113. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de glicina.
13.1. Soluciones empleadas.
- Solución de acrilamida: acrilamida 38% (p/v). bisacrilamida 2% (p/v). Esta solución se
filtraba a vacío a través de filtros de nitrocelulosa de 0.45 ¡tm de tamaño de poro y se conservaba a
4W. Se manejaba siempre con guantes.
- Tampón de separación. Se preparaba concentrado dos veces y se mantenía a 4W. Se
utilizaba a la siguiente concentraclon:
Tris-HCI 0.75 M pH 8.8
SDS 0.2 %
- Tampón de empaquetamiento. Se preparaba concentrado dos veces y se mantenía a 40C.
Se utilizaba a la siguiente concentración:
Tris-HCI 0.25 M pH 6.8
SDS 0.2%
- Persulfato amónico al 10%. Se mantenía congelado a -200C en alícuotas.
- TEMED 6.6 M. Se guardaba a 4’C.
- Tampón de desarrollo de electroforesis. Se preparaba concentrado 10 veces y se mantenía
a 40C. Se utilizaba a la siguiente concentración:
Glicina 0.19 M
Tris-base hasta obtener pH 8.3
SDS 0.1%
- Isobutanol saturado con agua.
- Solución Laemmli:
Tris-HCI 62.5 mM pH6.8
SDS 2%
DTE 20 mM
EDTA 2 mM
Sacarosa 10%
Azul de bromofenol 0.1 mg/ml
Esta solución se conservaba a -200C.
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13.2. Preparación de los geles.
Se utilizó el método de Laemmli modificado (74). Utilizamos geles de SDS-poliacrilamida al
10% de 1 mm de espesor que preparábamos entre dos placas de cristal de 9 x 9.5 cm o de 16 x16
cm. Antes de montar el sistema, las placas se limpiaban con etanol para eliminar posibles restos de
detergente o grasa. Los laterales de las placas se sellaban con tiras de teflón y la base con una tira
de papel whatman 3MM doblada, con un ancho final de aproximadamente 0.5 cm. Todo ello se
sujetaba con pinzas. El gel separador se preparaba, en el caso de geles de 9 x 9.5 cm, con 1.875 ml
de la solución de acrilamida/bisacrilamida, 3.75 ml del tampón de separación, 1.725 ml de agua y
75 pi de persulfato amónico al 10%. Para sellar la base de las placas, se tomaban 0.75 ml de esta
solución, se añadían 7 ¡tI de TEMED y se vertía inmediatamente entre las dos placas. Se dejaba
polimerizar durante 2-3 minutos. Transcurrido este tiempo, se añadían 7 pi de TEMED al resto de
la mezcla y se vertía entre las placas. Para obtener una superficie lisa y horizontal, se añadía
cuidadosamente 0.5 ml de isobutanol saturado con agua y se dejaba polimerizar el gel durante 30
minutos. Una vez polimerizado, se retiraba el isobutanol y se lavaba el espacio entre las placas con
agua. Los restos de agua se eliminaban cuidadosamente con ayuda de un papel de filtro.
A continuación, se preparaba el gel concentrador. En el caso de geles de 9 x 9.5 cm, se
preparaba una mezcla con 0.225 ml de la solución de acrilamida!bisacrilamida, 1.5 ml del tampón
de empaquetamiento, 1.21 mIde agua, 30 pi de persulfato amónico al 10% y 6 pi de TEMED. Esta
mezcla se depositaba sobre el gel separador e inmediatamente se introducía un peine de teflón con
pocillos de aproximadamente 4 x 1 mm de base. El gel concentrador se dejaba polimerizar al menos
1 hora. Si el tamaño de las placas era mayor se preparaba la cantidad de gel separador y
concentrador necesario manteniendo estas mismas proporciones.
13.3. Preparación de las muestras para la electroforesis.
Alícuotas conteniendo la cantidad de proteína requerida para el experimento, normalmente
100-200 ¡tg, se completaban con agua hasta 100 pi y se añadía TCA frío para una concentración
final del 10%. Se dejaba precipitar en hielo durante 10 minutos y se centrifugaba a 12000 rpm en
microcentrifuga durante 15 minutos a 40C. El pellet se lavaba con 1 mIde agua fría y suspendía en
50-100 ¡tI de la solución Laemmli descrita más arriba. Las muestras se calentaban a 420C durante
15-20 minutos, hasta que la proteína se disolvía totalmente.
Se utilizaron proteínas marcadoras de peso molecular sin preteñir cuyos pesos moleculares
oscilaban entre 200 y 45 kDa. Estos marcadores se prepararon siguiendo las instrucciones de la casa
comercial.
13.4. Desarrollo de laelectroforesis.
El desarrollo de la electroforesis se realizaba en cubetas de electroforesis vertical. Una vez
llenos los reservorios de la cubeta con el tampón de desarrollo de electroforesis, se quitaba el peine
y se aplicaban las muestras con ayuda de una jeringa Hamilton. En estos geles, la máxima cantidad
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de proteína que se aconseja aplicar por pocillo es de 1-10 ~g por mm2 de sección del pocillo. El
desarrollo de la electroforesis en las placas de 9 x 9.5 cm se realizaba a 50-80 voltios hasta que las
muestras penetraban en el gel separador y después a 120-140 voltios. La electroforesis completa
duraba unas 3 horas. En el caso de las placas de 16 x 16cm, se aplicaba un voltaje de 30 voltios
durante 19-20 horas o bien, una vez las muestras habían penetrado en el gel separador, se aplicaba
un voltaje de 200-250 voltios durante 5-6 horas.
Terminada la electroforesis, las proteínas retenidas en el gel se transferían a una membrana
de nitrocelulosa como se describe en Métodos 15.
14. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de tricina.
Este sistema de electroforesis se utilizó únicamente cuando se quería detectar Ub.
14.1. Soluciones empleadas.
Las soluciones empleadas para este tipo de electrofroresis eran las mismas que las utilizadas
en el caso de electroforesis por el sistema de glicina, excepto las soluciones que se describen a
continuación.
- Tampón para la preparación del gel: Tris-HCI 3 M pH 8.45. Para disolver el Tris es
necesario calentar la solución. El pH se ajustaba cuando la solución se había enfriado.
- Tampón de desarrollo de electroforesis:
Tampón para el ánodo: Tris HCI 0.2 M pH 8.9
Tampón para el cátodo: Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M. El pH de esta solución debía ser
aproximadamente 8.25.
Estos dos tampones se preparaban concentrados cinco veces y se mantenían a 40C.
14.2. Preparación de los geles.
Se siguió el método descrito en Schagger, H. and von Jagow, G. (1987) (112).
Utilizamos geles de lmm de espesor que se preparaban entre dos placas de cristal de 9 x 9.5
cm. El montaje de las placas y la preparación de los geles se realizó de la forma descrita en
Métodos 13.
El gel separador se preparaba con 2.95 ml de la solución de acrilamida/bisacrilamida, 2.5 ml
de glicerol 40%, 2.5 ml del tampón de preparación de gel, 75 ¡tI de SDS al 10%, 35 ¡tI de persulfato
amónico al 10% y 3.5 ¡tI de TEMED. El gel concentrador se preparaba con 270 ¡tI de la solución de
acrilamida/bisacrilamida, 1.92 ml de agua, 750 pi del tampón de preparación de gel, 30 ¡tI de SDS
al 10%, 23 ¡tI persulfato amónico al 10% y 2.5 pi de TEMED.
14.3. Preparación de las muestras para la electroforesis.
Alícuotas conteniendo 50 ¡tg de proteína se completaban con agua hasta 25 ¡tI y se añadía 25
pi de una solución Laemmli (Materiales 13) que se había preparado concentrada dos veces. Las
muestras se calentaban a 95”C durante 5 minutos.
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En el caso de de la Ub comercial, una alícuota de 1 ¡tg se disolvía en 10 ¡tI de agua, se
añadían 10 pi de la solución de Laemmli concentrada dos veces y se calentaba a 99C durante 5
minutos.
14.4. Desarrollo de la electroforesis.
El desarrollo de la electroforesis se realizaba también en cubetas de electroforesis verticales.
Una vez llenos los reservorios de la cubeta, el superior con el tampón para el cátodo y el inferior
con el tampón para el ánodo, se aplicaban las muestras y se desarrollaba la electroforesis como se
describe en Métodos 13.
Terminada la electroforesis, las proteínas retenidas en el gel se transferían a una membrana
de Immobilon-P.
15. Transferencia de las proteínas del gel a una membrana de
nitrocelulosa o de Immobilon-P.
15.1. Soluciones empleadas.
- Tampón de transferencia:
Tris-base 25 mM
Glicina 0.19 M
Metanol 20%
Se preparaba una solución concentrada 10 veces que contenía la glicina y el Tris. EL pH de
esta solución debía estar entre 8.6 y 8.8. Esta solución se conservaba a 4W y se diluía con agua y
metanol en el momento de ser utilizada.
- Solución de tinción del gel:
Acético 10%
Metanol 50%
Coomassie Brillant Blue R-250 0.05%.
- Solución de desteñir geles:
Acético 10%
Metanol 20%
- Solución de Ponceau’S:
Ponceau’S 0.1% (p/v)
Acético 5% (y/y)
- Acético 1%
- Glicerol 3% (y/y)
Las últimas soluciones se conservaban a temperatura ambiente.
15.2. Procedimiento.
La transferencia se realizaba en un transferidor con electrodos de grafito de Pharmacia LKB.
Sobre el electrodo positivo se colocaban 3 papeles Whatman 3MM, la membrana de nitrocelulosa
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(0.45 ¡tm de tamaño de poro, de Millipore) o de Immobilon-P (de Millipore), el gel de
poliacrilamida y otros 3 papeles Whatman 3MM. Los papeles Whatman y la membrana, del mismo
tamaño que el gel, se humedecían previamente en el tampón de transferencia. La presencia de
burbujas de aire entre las distintas capas impide el paso de la corriente eléctrica y por tanto la
transferencia de las proteínas. Para eliminarías, se deslizaba una varilla de vidrio humedecida en el
tampón de transferencia. Finalmente, se colocaba el electrodo negativo y se aplicaba una corriente
continuade 2-2.5 mA por cm2 de superficie de gel durante 1.5 horas.
Para comprobar la eficacia de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se sumergía en
la solución Ponceaus durante 1-2 minutos para visualizar las proteínas. Tras eliminar el exceso de
colorante lavando con acético al 1%, se señalaba la posición de los marcadores de peso molecular y
se procedía a la inmunodetección del transportador de maltosa. Por otro lado, el gel se sumergía en
la solución de tinción de geles. Una vez teñidas las proteínas, el exceso de colorante se eliminaba
lavando el gel con la solución de desteñir geles. Cuando se diferenciaban claramente las bandas de
las proteínas, el gel se introducía en una solución de glicerol al 3 % (y/y) durante 2-3 horas y se
secaba en un secageles a 800C durante 45 minutos.
16. Inmunodetección.
16.1. Soluciones empleadas.
- Tampón PBS. Se preparaba concentrado 10 veces y se mantenía a temperatura ambiente.
Se usaba a la siguiente concentraclon:
NaCí 1AM
KCI 2.7 mM
KPO
4H2 1.5 mM
Na2PO4H 8.1 mM.
- Solución de lavado: Tween-20 al 0.1% disuelto en tampón PBS. Se preparaba una
solución de Tween-20 al 20% (y/y) que se conservaba ésteril a 40C. La solución de lavado se
preparaba en el momento de usarla diluyendo la solución de Tween-20 con PBS.
- Solución de bloqueo: leche en polvo al 5% en solución de lavado. Se preparaba en el
momento de usarla.
- Tampón AP: Tris-HCI 0.1 M pH 9.5. Se conservaba a temperatura ambiente.
- Solución de NBT y BCIP: NBT al 0.03% y BCIP al 0.015% en tampón AP. El NBT y el
BCIP se preparaban concentrados 100 veces (30 mg y 15 mg en 1 ml de DMSO al 70%
respectivamente) y se mantenían a -20
0C. La dilución en el tampón AP se realizaba en el momento
de usar.
- Soluciones A y B del KIT comercial para ECL western blotting” de Amersham.
16.2. Procedimiento.
Una vez separadas las proteínas de la muestra mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y transferidas a la membrana, se procedía a la detección inmunológica del
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transportador, o en su caso de la Ub, utilizando un suero inmune obtenido, repectivamente, frente a
estas proteínas (Materiales 2.3). Para ello, la membrana con las proteínas transferidas se incubaba
con abundante solución de bloqueo durante, al menos, 1 hora. Se lavaba 5 veces durante 5 minutos
con solución de lavado y se incubaba con el suero inmune frente al transportador diluido 1/1000 en
la solución de lavado añadida de 0.1% BSA durante 1 hora, o en su caso, con el suero inmune
frente a la Ub diluido 1/lOO en la misma solución. Se retiraba esta solución y se lavaba la
membrana como se ha descrito más arriba. El suero inmune y los anticuerpos diluidos se guardaban
a 40C para su reutilización.
Para visualizar los complejos antígeno-anticuerpo formados se utilizaba un segundo
anticuerpo, también denominado anticuerpo secundario, que estaba conjugado bien a fosfatasa
alcalina o bien a peroxidasa (Materiales 2.3). En el primer caso, la membrana se incubaba con el
anticuerpo diluido 1/3000 en solución de bloqueo durante 30 minutos. Se lavaba 5 veces durante 5
minutos con solución de lavado y 2 veces durante 5 minutos con el tampón AP. A continuación, la
membrana se incubaba con la solución de NBT y BCIP, descrita más arriba, hasta la aparición de
bandas con coloración púrpura. La fosfatasa alcalina en presencia de NBT y BCIP desencadena una
reacción de oxido-reducción en la que se forma un compuesto insoluble de color púrpura. Esta
reacción, y por tanto laaparición del color, se paraba lavando la nitrocelulosa con abundante agua.
La membrana se secaba al aire y se guardaba en oscuridad. Cuando se usaba anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa, la membrana se incubaba con dicho anticuerpo diluido en solución de
bloqueo 1/10000 durante 1 hora y se lavaba 5 veces durante 5 minutos con solución de lavado. A
continuación, la nitrocelulosa se sumergía durante 1 minuto en una mezcla al 50% de las soluciones
A y B del KIT comercial para “ECL western blotting. La peroxidasa en esta solución produce una
reacción de oxidación que emite luz. Esta luz se detectaba con películas de autorradiografia. Los
tiempos de exposición variaban entre 1 y 10 minutos.
Todas las incubaciones se realizaban a temperatura ambiente y con agitación suave.
17. Estimación del contenido de transportador de maltosa en la célula.
Para determinar el contenido de transportador de maltosa en la célula se sometían a
elcetroforesis en gel de SDS-poliacrilamida cantidades crecientesde extracto crudo, de 5 a 20 ¡tg de
proteína. Una vez transferidas las proteínas a la membrana, el complejo antigeno(transportador)-
anticuerpo se detectaba utilizando el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina. Las
intensidades de las bandas correspondientes al transportador se cuantificaban mediante
densitometría utilizando el programa de ordenador NIH image 1.42. El área de los picos obtenidos
se medían en pixels. Las intensidades de estas bandas, en valores relativos, se representaban frente
a la cantidad de proteína aplicada en el gel y se trazaba la recta correspondiente. La pendiente de
esta recta se consideraba proporcional al contenido celular de transportador de maltosa.
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18. Técnicas básicas de biología molecular.
18.1. Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli.
El aislamiento de ADN plasmídico de E. coli a pequeña y gran escala se realizaba siguiendo
los métodos descritos en Sambrook et al. (1989) (111) y Birnboim (1983) (10) respectivamente.
182. Digestión de ADN con endonucleasas de restricción.
La digestión de ADN con enzimas de actividad endonucleásica se realizaba según se describe
en Sambrook et al. (1989) (111), utilizando los tampones y condiciones de incubación
recomendados por los fabricantes de enzimas.
18.3. Análisis de los fragmentos de restricción.
Los fragmentos de restricción obtenidos en la digestión de ADN, se separaban mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa. Los geles de agarosa se preparaban al 0.7% en el
tampón TBE que contenía Tris-borato 90 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, añadido de 5 mg/ml de
bromuro de etidio según se describe en Sambrook et al., 1989 (111), La electroforesis se realizaba
sumergiendo los geles en TBE y aplicando un voltaje de 70-90 voltios. Las bandas de los
fragmentos de ADN se hicieron visibles iluminándolos con un transiluminador de luz ultravioleta.
El tamaño de los fragmentos se estimó por referencia a las distancias de migración del
marcador de peso molecular número VII de Boehringuer Manheim.
18.4. Extracción de ADN de geles de agarosa.
Una vez separados los fragmentos de restricción en el gel de agarosa, se aislaba la banda que
contenía el fragmento de restricción de interés y se extraía el ADN de la agarosa utilizando el kit
clean-a-gene (Renner GmbH) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El ADN
recuperado se disolvía en 10-20 ¡tI de agua.
18.5. Clonaje de fragmentos de ADN.
Los vectores en los que se iba a realizarel clonaje y los plásmidos de los que se iba a obtener
el fragmento de interés, se digerían con las endonucleasas de restricción adecuadas. Cuando se
utilizaba una única enzima, los extremos 5’ del vector se defosforilaban mediante tratamiento con
fosfatasa alcalina de intestino de ternera. El vector digerido y el fragmento de ADN, previamente
aislado y extraido de la agarosa según se describe en el apartado anterior, se ligaban mediante
tratamiento con la ADN ligasa del fago T4 siguiendo el protocolo descrito en Sambrook et al., 1989
(III). Para seleccionar los fragmentos de ADN ligados, es decir, los plásmidos obtenidos, se
transformaban células de E. cok (Métodos 19.1) con parte de la mezcla del ligamiento. Con objeto
de conocer que transformantes contenían el plásmido de interés para nosotros, algunos de los
transformantes se pasaban a medio líquido selectivo (LB con ampicilina) para obtener más masa
celular, se aislaba el ADN plasmídico y se realizaba un análisis de restricción del mismo.
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19. Transformación celular.
19.1. Transformación de E. colí.
La transformación de E. cali se realizaba según se describe en Hanahan (1986) (43) Células
de E. cali competentes preparadas según se describe en el método de Hanahan fueron congeladas a
-700C. En el momento de usarlas se dejaban descongelar en hielo y se separaban alícuotas de 50 ¡tI
en eppendorf estériles. Se añadía 0.5 ¡tI de ADN plasmídico ó 5 pi de la mezcla de ligamiento y, en
el caso del control, el mismo volumen de tampón TE estéril (Tris-HCI 10 mM pH 7.6, EDTA
lmM). Se incubaba en hielo durante 30 minutos y, a continuación, la suspensión se sometía a un
choque térmico, 42~C durante 90 segundos. Se añadía 1 ml de medio LB y se incubaba a 370C
durante 1 hora para que las células expresaran el gen de resistencia a ampicilina y recuperasen la
estructura de la pared celular. Se extendían 50-200 ¡tI en placas de LB con ampicilina y se
incubaban a 370C durante 16-20 horas. Una vez obtenidas colonias aisladas, éstas se pasaban a un
medio líquido selectivo (LB con el antibiótico) para obtener más masa celular. Este cultivo se
utilizaba bien para guardar las células a ~70oCo bien para aislarel ADN plasmídico.
19.2. Transformación de 8 cerevisiae.
La transformación de células de 8. cerevisiae se realizaba siguiendo los dos métodos
descritos más abajo:
- Método descrito por Ito et al. (1983) (60). Células correspondientes a 50 ml de cultivo en
fase exponencial de crecimiento se lavaban con lO ml de agua estéril y después con 10 ml de TELi
(LiCI 0.1 M disuelto en tampón TE). Se suspendían en 0.5 ml de TELi y se incubaban a 30’C con
agitación suave durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se tomaban alícuotas de 100 pi de la
suspensión celular a las que se añadían 50 gg de ADN de esperma de salmón y el ADN plasmídico
que se quería transferir a la célula (1-10 ¡tg diluido en un volumen menor de 10 pi>. Se incubaban a
30W durante 20 minutos sin agitación. Se añadía 0.7 ml de una solución de PEO 4000 preparada al
36% en TELi, se incubaba a 300C durante 1 hora y después a 420C durante 5 minutos. Finalmente,
se centrifugaba 10 segundos en microfuga, se suspendían las células en 0.2 ml de agua estéril y, la
suspensión se extendía en placas conteniendo el medio sólido de selección y las placas se
incubaban a30’C durante 2-4 días.
- Método de transformación en un único paso descrito por Chen et al. (1992) (19). Células
correspondientes a 1 ml de cultivo en fase estacionaria de crecimiento se suspendían, con ayuda de
vortex, en una solución que contenía 0.2 M acetato de litio pH 5.0, 40% PEO 4000, 100 mM Dli’.
Se añadían 50 ¡tg de ADN de esperma de salmón y el ADN plasmídico que se quería transferir a la
célula (1-10 ¡tg diluido en un volumen menor de 10 pi) y se incubaba a 450C durante 45 minutos.
Transcurrido este tiempo, la suspensión se extendía en placas conteniendo el medio sólido de
selección y las placas se incubaban a 300C durante 2-4 días.
En ambas transformaciones, para detectar posibles contaminantes, una alícuota se trataba de
forma similar y en paralelo pero sin añadir ADN plasmidico.
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RESULTADOS 1
Mecanismo de inactivación del transportador.
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Como se ha descrito en la introducción, el transportador de maltosa, al igual que otras
proteínas de membrana plasmática, se inactiva tras la inhibición de la síntesis de proteínas
(57, 78). Esta inactivación, conocida como ‘inactivación catabólica, es un proceso
irreversible estimulado por la presencia de glucosa que sigue una cinética de primer orden y
que afecta principalmente a la Vmax (14, 25, 78). Estas características sugieren que la
inactivación podría ser debida a degradación del transportador. Para comprobar esta
hipótesis nos propusimos medir el contenido celular de esta proteína así como sus
eventuales variaciones durante la inactivación. Con objeto de obtener anticuerpos
policlonales frente al transportador iniciamos una colaboración con la Dra. Herweijer de
Gist-Brocades (Delft, Holanda) y una vez obtenidos, como se ha descrito en Materiales 2.3,
pasamos a elegir unas cepas de levadura que nos permitieran, por un lado, testar estos
anticuerpos y, por otro, probar nuestra hipótesis.
1.1. Elección de las cepas de levadura.
Como ya se ha mencionado, el transportador de maltosa está codificado por 5 genes
(MALI], MAL2J, MAL3I, MAL4J y MAL6J), cada uno de ellos situado en distintos
cromosomas (20). Dado que estos genes presentan una gran homología (20), los
anticuerpos obtenidos frente a la proteína codificada por uno de ellos podrían reconocer las
proteínas codificadas por los otros genes homólogos. Por otra parte, además de los
transportadores de maltosa mencionados, se ha identificado otro transportador, conocido
como el transportador de isomaltosa, codificado por el gen AGT1 (42). Esta proteína, al
igual que los transportadores de maltosa propiamente dichos, también transporta maltosa,
se induce en presencia de este azúcar y es reprimible por glucosa. Los transportadores de
maltosa y el transportador de isomaltosa muestran diferente especificidad: mientras que el
transportador de maltosa sólo transporta maltosa y turanosa, el de isomaltosa puede
transportar isomaltosa, maltotriosa y cz-metilglucósido, además de maltosa y turanosa (15,
20). Dado que el transportador de isomaltosa es idéntico en un 57% al transportador de
maltosa (42), también podría ser reconocido por los anticuerpos obtenidos frente al
transportador de maltosa.
Teniendo en cuenta todos estos hechos, para medir con anticuerpos el contenido celular de
un transportador de maltosa parecía necesario que la cepa utilizada tuviera sólo uno de los 5
posibles transportadores de maltosa y además, que no tuviera el transportador de
isomaltosa. Por ello, utilizamos la cepa MALl~1c~D, que no contiene ninguno de estos
transportadores (105) y la transformamos con el plásmido pRM1.l, descrito en Materiales
2.2, que contiene el locus MALI completo, es decir, los genes que codifican el
transportador de maltosa, la maltasa y el activador de la expresión de los dos genes
anteriores. Comprobamos, por un lado, que la cepa transformada, a la que denominamos
YLP-íT, expresaba el transportador de maltosa porque fue capaz de fermentar maltosa y,
por otro lado, que no expresaba el transportador de isomaltosa puesto que no fue capaz de
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fermentar isomaltosa o ct-metilglucósido (Tabla 1). Para estar seguros de que el
transportador de maltosa codificado por el gen MALI] del plásmido pRM 1.1 tenía las
mismas características que los de una cepa no manipulada genéticamente llevábamos como
control la cepa silvestre ATCC 42407. Esta cepa es capaz crecer en un medio con maltosa
como única fuente de carbono pero se ignora que locus MAL expresa. Comprobamos que
era capaz de fermentar maltosa pero no isomaltosa o a-metilglucósido. Esto indicaba que
no expresaba el transportador de isomaltosa (Tabla 1). En resumen, contábamos con dos
cepas capaces de fermentar maltosa pero no isomaltosa, es decir, dos cepas que expresaban
el gen MALT y no expresaban el gen AGTI.
Transporte
(mmol hexosa g proteína-’ li-1)
Fermentación
(mmol hexosa g proteína-’ h-~)
Cepas de
levadura
Maltosa Maltosa Isomaltosa ct-metilglucósido
MAL1~1c~D <0.05 <0.5 <0.5 <0.5
YLP-1T 2.6 10.1 <0.5 <0.5
ATCC 42407 2.7 15.0 <0.5 <0.5
Tabla 1. Velocidad de transporte y fermentación. Las células se cultivaron en medio YP con 2%
glucosa (MALl~1C~D) o 2% maltosa (YLP-lT y ATCC 42407). A mitad de la fase exponencial de
crecimiento se recogió una alícuota para medir el transporte de maltosa y las células restantes se
centrifugaron, se lavaron con agua y se suspendieron en medio YP con 2% del azúcar indicado y
5¡tM antimicina A. Alícuotas de estos cultivos se depositaron en los vasitos del warburg y se midió
la fermentación como se indica en Métodos. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
1.2. Inactivación del transportador de maltosa en las cepas elegidas.
Los resultados mostrados en el apartado anterior indican que la cepa YLP-íT sólo
expresa el transportador de maltosa codificado por el gen MALI] del plásmido. Para ver si
el transportador codificado por este gen se inactivaba de forma similar a los de la cepa
silvestre control ATCC 42407, seguimos la inactivación en presencia de dos sustratos
diferentes: glucosa, que estimula la inactivación, y etanol que no la estimula (13). Los
resultados obtenidos indicaron que ambas cepas se comportaban de forma similar (Figura
1). La vida media calculada para el transportador fue de aproximadamente 1.2 horas en
presencia de glucosa y de >13 horas en presencia de etanol.
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Figura 1. Inactivación catabólica del transportador de maltosa en las cepas YLP-1T y
ATCC 42407.
Las cepas YLP- iT (A ,Á) y ATCC 42407 (o, e) se cultivaron en medio YP con maltosa al
2%. A mitad de la fase exponencial de crecimiento, las células se recogieron por
centrifugación, se lavaron con agua y se suspendieron en un volumen del medio de
inactivación 3 veces superior al volumen inicial. Este medio contenía 2% glucosa ( e, A)
o 2% etanol (o , A) como fuente de energía. Las suspensiones se incubaron a 3O~C con
agitación y a los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la actividad del
transportador de maltosa según se describe en Métodos. Los datos corresponden a la
media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de
un 10%.
1 2 3 4
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1.3. Idoneidad del suero inmune para detectar el transportador de maltosa.
Para detectar el transportador, las proteínas presentes en la muestra a ensayar se
separaron en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de glicina y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa que se trató según se indica en Métodos. Con el fin de
comprobar si el suero inmune obtenido contra la proteína recombinante del transportador
(Materiales 2.3) nos permitía identificar al transportador entre todas las proteínas presentes
en la muestra, prestamos atención a tres hechos:
i) El transportador de maltosa es una proteína inducible por maltosa (76), por lo tanto,
la banda correspondiente a esta proteína sólo deberá aparecer en muestras de células
crecidas en maltosa. Los resultados obtenidos confirmaron esta predicción dado que, como
puede verse en la Figura 2, el suero inmune reconoció una proteína que aparecía en
muestras de células crecidas en maltosa pero no en muestras de células crecidas en glucosa.
u) El tamaño molecular del transportador de maltosa estimado a partir de su
secuencia es de 68.2 kDa, por lo tanto, si la proteína reconocida por el suero inmune
correspondiese al transportador, sería de esperar que migrase en el gel de acuerdo a este
tamaño molecular. Esta predicción también se cumplió puesto que la banda que aparecía
sólo en muestras de células crecidas en maltosa correspondía, según indican los
marcadores, a una proteína de un tamaño molecular próximo a 68 kDa.
iii) El transportador de maltosa es una proteína intrínseca de membrana plasmática y
por tanto, la cantidad de transportador debería ser mayor en muestras enriquecidas en esta
estructura celular. Esta predicción también se cumplió. Como puede verse en la Figura 3, la
intensidad de la banda de 68 kDa, que sólo aparecía en muestras de células crecidas en
maltosa, aumentó progresivamente con el enriquecimiento de la muestra en membrana
plasmática.
Todos estos resultados indicaban fuertemente que el suero inmune obtenido reconocía
selectivamente a una proteína que, por sus características, identificamos como el
transportador de maltosa. Ahora bien, como puede apreciarse en las Figuras 2 y 3, además
de la banda de 68 kDa, aparecían en el inmunoblot otras bandas correspondientes a
proteínas de un tamaño molecular igual o menor de 45 kDa. Estas bandas podían
corresponder a: i) productos de degradación del transportador. u) Proteínas reconocidas por
anticuerpos presentes en el suero inmune pero no relacionados con el transportador. Estos
anticuerpos estarían ya presentes en el suero del conejo antes de ser inyectado con la
proteína recombinante del transportador, es decir, en el suero preinmune. iii) Proteínas
reconocidas inespecíficamente por el anticuerpo secundario utilizado para detectar los
complejos antigeno(transportador)-anticuerpo.
Con el fin de distinguir entre estas posibilidades, extractos crudos celulares obtenidos
a partir de células crecidas en maltosa o glucosa, se analizaron en paralelo de tres formas
distintas: con sólo el anticuerpo secundario; con el anticuerpo secundario previa incubación
con el suero inmune; y con el anticuerpo secundario previa incubación con el suero
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Figura 2. Inmunodetección del transportador de maltosa.
Las cepas ATCC 42407 y YLP-íT se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (caniles 1 y
3) o 2% maltosa (carriles 2 y 4). Alícuotas de fracción cruda de membranas conteniendo 12
¡tg de proteína se sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10%, y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se reveló con el suero inmune y un
anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina como se describe en Métodos. Los
marcadores de peso molecular se indican en kDa.
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Figura 3. Inmunodetección del transportador de maltosa en extracto crudo, fracción
cruda de membranas y fracción purificada de membrana plasmática.
Las cepas ATCC 42407 y YLP-1T se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (carriles 1, 3,
5 y 7) o 2% maltosa (carriles 2, 4, 6 y 8). Alícuotas conteniendo 12 ¡tg de proteína de
extracto crudo celular (carriles 1-4), de fracción cruda de membranas (caniles 5 y 6) y de
fracción purificada de membrana plasmática (carriles 7 y 8), se sometieron a electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
como se describe en Figura 2. Los marcadores de peso molecular se indican en kfla.
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preinmune. Dado que el transportador de maltosa es inducible por la propia maltosa (76), si
las bandas correspondientes a proteínas de menor tamaño molecular estuviesen realmente
relacionadas con este transportador, aparecerían sólo en extractos de células crecidas en
maltosa. El hecho de que estas bandas apareciesen en extractos de células crecidas tanto en
glucosa como en maltosa indicó que no estaban relacionadas con el transportador (Figura
4). Por otro lado, el hecho de que estas bandas apareciesen cuando se utilizaba el suero
inmune o preinmune más el anticuerpo secundario y también cuando se utilizaba solamente
el anticuerpo secundario, indicaba que correspondían a proteínas reconocidas por el
anticuerpo secundario. En resumen, los resultados obtenidos nos permiten concluir que las
bandas de tamaño molecular igual o menor de 45 kDa son debidas a la unión inespecifica
del anticuerpo secundario a proteínas presentes en la muestra pero no relacionadas con el
transportador de maltosa.
En algunos experimentos observamos que el transportador no aparecía como una
única banda sino que se podían distinguir dos o tres bandas, todas ellas con un tamaño
molecular muy próximo a 68 kDa (ver Figura 4). En principio, la aparición de estas bandas
si podía ser debida a una proteolisis parcial del transportador ocurrida durante la obtención
de las muestras. Con objeto de investigar esta posibilidad realizamos los experimentos que
se describen a continuación.
1.4. Idoneidad del método de obtención de extractos celulares.
Con el fin de comprobar si el transportador sufría una degradación parcial durante la
obtención del extracto celular ensayamos dos nuevos procedimientos de extracción que, en
principio, podrían dificultar la acción de las proteasas. En un caso, obtuvimos un extracto
siguiendo el procedimiento habitual es decir, utilizando bolas de vidrio para romper las
células en un medio tamponado a pH 8.5 pero en presencia de una mezcla de inhibidores de
proteasas (Métodos 4). En otro caso, obtuvimos el extracto utilizando un medio
fuertemente alcalino y en presencia de una elevada concentración de ¡3-mercaptoetanol
(Métodos 5) (118). Como puede verse en la Figura 5, el análisis de los extractos obtenidos
por ambos procedimientos dio como resultado la aparición de varias bandas con un tamaño
molecular próximo a 68 kDa. Por lo tanto, la aparición de estas bandas no parece debida a
una proteolisis parcial del transportador aunque esta posibilidad no puede ser descartada
totalmente.
Otra posibilidad era que la pequeña variación en la movilidad electroforética de las
bandas correspondientes al transportador fuera consecuencia de modificaciones post-
transducionales, por ejemplo, glicosilación o fosforilación del transportador. Para probar si
era debida a fosforilación, una muestra de membrana plasmática purificada fue tratada con
fosfatasa alcalina (Métodos 10). Este tratamiento no modificó la movilidad electroforética
de ninguna de las tres bandas (resultado no mostrado) lo que sugiere, aunque no descarta
por completo, que estas bandas no son debidas a distintos estados de fosforilación del
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Figura 4. Detección del transportador de maltosa con suero preinmune y suero
inmune.
Las cepas ATCC 42407 y YLP-1T se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (caniles 1, 3,
5, 7 y 9) o 2% maltosa (carriles 2, 4, 6, 8 y 10). Alícuotas de extracto crudo conteniendo 15
¡tg de proteína se sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Tras visualizar las proteínas de la membrana
con Ponceau’s (Métodos), la nitrocelulosa se cortó en tiras de forma que se separasen los
carriles de dos en dos: carriles 1 y 2 (Tira A), carriles 3 y 4 (Tira B), carriles 5 y 6 (Tira C),
carriles 7 y 8 (Tira D), carriles 9 y 10 (Tira E). Estas tiras se revelaron como se describe a
continuación: Tiras A y D, utilizando el suero preinmune y el anticuerpo secundario. Tiras
E y E, utilizando el suero inmune, es decir, anticuerpos frente al transportador de maltosa,
y el anticuerpo secundario. Tira C utilizando únicamente el anticuerpo secundario.
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Figura 5. Inmunodetección del transportador en extractos crudos obtenidos por
distintos métodos.
La cepa YLP-íT se cultivó en medio YP con maltosa al 2%. Alícuotas conteniendo 6 y 12
gg de proteína de extracto crudo celular obtenido siguiendo el método habitual en ausencia
(carriles 1 y 2) o presencia (caniles 3 y 4) de diversos inhibidores de proteasas, y alícuotas
conteniendo 5 y 10 ¡tI de extracto crudo obtenido en medio alcalino (carriles 5 y 6) se
analizaron como se indica en la Figura 2.
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transportador. Por otra parte, la glicosilación de la proteína es una posibilidad atractiva
dado que existe evidencia de que el transportador podría estar glicosilado. Se ha visto que
en presencia de tunicamicina, un inhibidor de glicosilación, la síntesis del transportador
está inhibida (77).
1.5. Puesta a punto de la determinación del contenido celular de transportador.
Una vez establecido que el suero inmune reconoce selectivamente al transportador
entre todas las proteínas de la célula y también que el transportador permanece estable
durante la obtención de los extractos celulares, pasamos a fijar las condiciones necesarias
para medir su contenido. Para ello debíamos establecer entre que márgenes un aumento de
la cantidad de muestra analizada iba acompañado de un aumento proporcional de la
intensidad de la banda del transportador. Analizamos por inmunoensayo cantidades
crecientes de extracto crudo (Figura 6A), determinamos la intensidad de la banda
correspondiente al transportador y la representamos frente a la cantidad de proteína
analizada. Como puede verse en la Figura 6B, la intensidad de la banda aumentó
proporcionalmente con la cantidad de proteína cuando se analizaron entre 5 y 20 ¡tg de
proteína siendo la pendiente de la recta proporcional al contenido de transportador en la
muestra. Cuando en vez de extracto crudo analizamos fracción cruda de membranas, la
proporcionalidad sólo se mantuvo entre 2 y 8 gg de proteína (Figura 7B). Estos márgenes
de proporcionalidad se tuvieron en cuenta en el diseño de los experimentos de
determinación del contenido de transportador que se describen a continuación.
Con el fin de conocer si los resultados del inmunoensayo eran reproducibles,
muestras de fracción cruda de membranas obtenidas a partir de células creciendo sobre
maltosa se analizaron por duplicado. Como puede verse en la Figura 7A, para una misma
cantidad de muestra analizada la intensidad de la banda detectada fue la misma. Este hecho
indica que los resultados son reproducibles.
1.6. Variación del contenido celular de transportador durante la inactivación.
Con objeto de investigar si la inactivación del transportador es debida a su
degradación, medimos el contenido celular de esta proteína utilizando extractos crudos
celulares obtenidos a lo largo de la inactivación. Utilizamos extractos crudos, en vez de una
fracción celular más enriquecida de transportador, por dos razones: i) la purificación,
parcial o total, de membrana plasmática supone una manipulación de la muestra y por
tanto, un riesgo de pérdida del transportador. Esto conduciría a errores cuando se
comparase su contenido en las diferentes muestras. u) El extracto crudo contendría todo el
transportador presente en la célula lo que permitiría detectar esta proteína
independientemente del compartimento celular en el que se encontrase. Así pues, para ver
si el transportador de maltosa se degradaba durante la inactivación, se recogieron células en
fase exponencial de crecimiento y se suspendieron en el medio de inactivación que contenía
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Figura 6. Proporcionalidad entre la intensidad de la banda del transportador y la
cantidad de muestra de extracto crudo celular aplicada en el gel.
La cepa YLP-lT se cultivó en medio YP con maltosa al 2%.
(A) Alícuotas de extracto crudo conteniendo 5, 10, 15, 20 y 25 gg de proteína se
sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se analizaron como en
la Figura 2.
(R) Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente a la cantidad de proteína aplicada en el gel.
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Figura 7. Proporcionalidad entre la intensidad de la banda y la cantidad de muestra
de fracción cruda de membranas aplicada en el gel. Reproducibilidad de los
resultados.
La cepa YLP-lT se cultivó en medio YP con maltosa al 2%.
(A) Alícuotas de fracción cruda de membranas conteniendo 1, 2, 4, 8 y 16 ¡tg de proteína se
aplicaron por duplicado en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%, se sometieron a
electroforesis y se analizaron como se indica en la Figura 2.
(B) Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente a la cantidad de proteína aplicada en el gel.
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2% glucosa como fuente de energía. La suspensión se incubó a 300C con agitación y a
tiempo O de inactivación, es decir, inmediatamente después de suspender las células, y tras
4 horas de incubación se recogieron muestras a partir de las cuales se obtuvieron extractos
crudos celulares.
Alícuotas de estos extractos conteniendo cantidades crecientes de proteína se
sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y se analizaron con el suero
inmune. Observamos que la banda del transportador de maltosa, en el caso del extracto
obtenido a tiempo O de inactivación, era claramente detectable en todas las alícuotas
analizadas (Figura 8A, carriles 1-4) mientras que, era prácticamente indetectable en el caso
del extracto obtenido tras 4 horas de inactivación (Figura 8A, carriles 5-8). La
determinación de las intensidades de estas bandas y su representación frente a la cantidad
de proteína aplicada en el gel (Figura 8B) mostró que la pendiente de la recta, en el caso del
extracto obtenido a tiempo 0, era de aproximadamente 0.16 mientras que, en el caso del
extracto obtenido tras 4 horas de inactivación, la pendiente era de 0.0 14, es decir, unas 10
veces menor. Dado que las pendientes de estas rectas, como ya hemos comentado más
arriba, son proporcionales al contenido celular de transportador, este resultado indicaba que
dicho contenido había disminuido más de un 90% durante las 4 horas de incubación en las
condiciones de inactivación. En principio, esta disminución observada podía no ser real
sino debida a que las cantidades de proteína analizadas de los dos extractos no fuesen
equivalentes. Esta posibilidad fue descartada ya que la pendiente de la recta
correspondiente a una proteína control, no relacionada con el transportador de maltosa, fue
la misma en ambos extractos (Figura 8, control interno).
Estos resultados nos permiten concluir que la inactivación del transportador
observada durante el ayuno de amonio en presencia de glucosa es debida su degradación.
1.7. Correlación entre la velocidad de inactivación y de degradación del
transportador.
Con objeto de establecer si la inactivación y la degradación del transportador tenían
lugar a la misma velocidad, medimos ambos procesos en dos condiciones en las que se sabe
que la velocidad de inactivación es muy diferente: i) durante el ayuno de amonio en
presencia de glucosa, condición en la que la inactivación es rápida, y u) durante el ayuno de
amonio en presencia de etanol, condición en la que la inactivación es muy lenta [94]. Como
se muestra, ambos procesos, inactivación (Figura 9B) y degradación (Figura 9A), tuvieron
lugar a la misma velocidad en las dos condiciones ensayadas. A partir de los datos
obtenidos midiendo ambos parámetros se calculó una vida media para la actividad del
transportador de 1.3 horas en presencia de glucosa y >14 horas en presencia de etanol. Los
resultados mostrados se obtuvieron utilizando la cepa YLP-lT, es decir, un cepa que sólo
contiene el transportador de maltosa codificado por el gen MAL]]. Resultados similares se
obtuvieron cuando se utilizó la cepa silvestre ATCC 42407, cuyo transportador de maltosa
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Figura 8. Disminución del contenido celular de transportador de maltosa durante la
inactivación.
La cepa YLP-íT se cultivó en medio YP con maltosa a] 2%. A mitad de la fase
exponencial de crecimiento, las células se recogieron por centrifugación, se lavaron con
agua y se suspendieron en un volumen del medio de inactivación 3 veces superior al
volumen inicial. Este medio contenía 2% glucosa como fuente de energía. La suspensión se
incubó a 300C e inmediatamente después de suspender las células (carriles 1-4), y trás 4
horas de incubación (carriles 5-8) se recogieron sendas muestras.
(A) Alícuotas conteniendo 5 gg de proteína (carriles 1 y 5), 10 ¡tg (carriles 2 y 6), 15 gg
(carriles 3 y 7) y 20 ¡tg (carriles 4 y 8) se analizaron como se indica en Figura 2.
(B) Las intensidades de las bandas del transportador de maltosa (o,e) y de una proteína
control, no relacionada con el transportador, (/á ,Á ) se representaron frente ala cantidad de
proteína aplicada en el gel.
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Figura 9. Inactivación catabólica y degradación del transportador de maltosa en
presencia de glucosa y de etanol.
La cepa YLP-1T se cultivó en medio YP con maltosa al 2% y se trató como en Figura 8. El
medio de inactivación contenía 2% glucosa (•) o 2% etanol (o) como fuente de energía. A
los tiempos indicados, se recogieron alícuotas para valorar (A) el contenido celular y (B) la
actividad del transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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es codificado por uno o varios genes cromosómicos cuya identidad se desconoce
(Resultados no mostrados).
En conclusión, los resultados muestran que la inactivación y la degradación del
transportador de maltosa tiene lugar a la misma velocidad.
Paralelamente al desarrollo de este trabajo, y también en nuestro laboratorio, se
mostró que la degradación del transportador tiene lugar en la vacuola tras su intemalización
por endocitosis (101).
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RESULTADOS II
Papel de la vía de la ubicuitina en la endocitosis del
transportador de maltosa.
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La endocitosis es un proceso por el cual macromoléculas y solutos presentes en el
medio son incluidos en el interior de vesículas que se forman a partir de la membrana
plasmática. En los últimos años se ha demostrado que la internalización por endocitosis es
necesaria para la degradación de la mayoría de las proteínas de membrana plasmática en
células eucariotas y. en este sentido, la levadura S. cerevisiae no constituye una excepción.
Hemos visto en el capítulo anterior que la ‘inactivación catabólica del transportador de
maltosa es debida a su degradación y resultados posteriores también de nuestro laboratorio
han demostrado que esta degradación (101), así como la degradación de otros
transportadores de este organismo (30, 59, 102, 135), tiene lugar en la vacuola tras seguir
un proceso de endocitosis. Resultados recientes han puesto de manifiesto que la
endocitosis de algunas proteínas requiere la presencia activa de la vía de la Ub (29, 34, 52,
70) y nosotros en este capítulo hemos investigado si la endocitosis del transportador de
maltosa tiene un requerimiento semejante.
La primera etapa de la endocitosis consiste, como ya hemos dicho, en la
internalización de las proteínas o solutos en vesículas. En el caso de los transportadores,
esta internalización va, naturalmente, acompañada de la pérdida de su actividad y
experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la internalización
de esta proteína, medida con anticuerpos, y su inactivación ocurren a la misma velocidad
(81, 95, 96). Por eso en el trabajo que sigue a continuación, utilizamos indistintamente el
término internalización”einactivación’
Con objeto de investigar si la vía de la Ub juega un papel en la endocitosis del
transportador de maltosa utilizamos dos cepas deficientes en sendas enzimas de la vía de la
Ub: una cepa deficiente en una ubicutín-proteina ligasa (enzima E3) que interviene en la
unión de Ub a las proteínas sustrato, y otra cepa deficiente en una ubicutín-hidrolasa
(enzima E4) que está implicada en la liberación de Ub de los péptidos resultantes de la
degradación de las proteínas por el proteasoma 26S.
11.1. Endocitosis del transportador de maltosa en un mutante deficiente en la
ubicuitín-proteina ligasa NpilJRspS.
En levadura se han identificado dos ubicuitín-proteina ligasas (enzimas E3): la
Ubrlp, que se ha implicado en la degradación por la vía denominada N-end rule’ y cuyos
sutratos celulares y papel fisiológico no se conocen (6, 133), y la Npilp/Rsp5p, proteína
altamente conservada desde levadura hasta el hombre (21, 47) y que es esencial para la
supervivencia de la célula. Es importante señalar que, cuando comenzamos este trabajo, la
enzima Npil/RspS se había relacionado con la endocitosis y degradación en la vacuola de
dos proteínas de membrana plasmática, el transportador general de aminoácidos y la uracil
perineasa (34, 47). Teniendo en cuenta este hecho decidimos utilizar un mutante deficiente
en esta proteína. Dado que la proteína NpilIRspS es esencial para la supervivencia de la
célula, el mutante que elegimos presentaba una cierta expresión de esta proteína, lo que
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permitía su viabilidad (47). En esta cepa y en su silvestre isogénica investigamos la primera
y la última etapa de la endocitosis del transportador de maltosa, esto es, la internalización y
la degradación. La internalización se determinó siguiendo la disminución de su actividad
con maltosa radiactiva y la degradación siguiendo la disminución del contenido celular de
transportador con el suero inmune frente a esta proteína (Métodos). Ambas cepas se
recogieron durante la fase exponencial de crecimiento y, con el fin de desencadenar la
endocitosis del transportador, se suspendieron en el medio de endocitosis.
Como puede verse en la Figura lOA, la internalización del transportador en la cepa
mutante, es decir, la disminución de su actividad, tuvo lugar a una velocidad
aproximadamente tres veces menor que en la cepa silvestre. Así, la vida media estimada
para el transportador en esta cepa fue de 1.8 horas mientras que, en la cepa silvestre fue de
tan sólo 0.5 horas. Una diferencia similar se observó cuando, en vez de velocidad de
internalización, se midió la velocidad de degradación. También la velocidad de degradación
fue sustancialmente menor en la cepa mutante que en la silvestre (Figura íOB).
El hecho de que la velocidad de la primera etapa de la endocitosis, esto es, la
intemalización de la proteína, estuviese disminuida en la cepa deficiente en Npilp/Rsp5p,
sugiere que esta enzima está implicada en dicha etapa. De acuerdo con esto, la menor
velocidad de degradación del transportador observada en este mutante, sería una
consecuencia de la disminución de la velocidad de su intemalización.
11.2. Endocitosis del transportador en un mutante deficiente en la ubicuitín-
hidrolasa Npi2/Doa4.
Una etapa fundamental de la vía de la Ub es la recuperación de Ub en su forma libre,
para ser utilizada en un nuevo ciclo de degradación. Esta recuperación es llevada a cabo por
las enzimas ‘des-ubicuitinizantes’ o ubicuitin-hidrolasas (enzimas E4). En levadura se han
identificado varios genes que codifican estas enzimas (94) y uno de ellos, el gen
NP¡2/DOA4, parece jugar un papel fundamental en la degradación de proteínas. Se ha visto
que la deleción de este gen produce una fuerte inhibición de la degradación de todos los
sustratos ensayados cuya proteolisis es dependiente de Ub (94). Así pues, si la vía de la Ub
estuviese implicada en la degradación de nuestro transportador, células deficientes en
Npi2plDoa4p mostrarían una inhibición total o parcial de su degradación. Con objeto de
comprobar esta posibilidad, seguimos la endocitosis del transportador en una cepa con el
gen NP¡2/DOA4 interrumpido, así como en la cepa silvestre isogénica (94). Para ello,
ambas cepas se recogieron y trataron como se ha descrito anteriormente. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 11. Como puede verse, las dos etapas de la endocitosis
del transportador, la intemalización y la degradación, estaban sustancialmente disminuidas
en la cepa mutante. Así, mientras que en la cepa mutante la vida medía estimada para el
transportador fue >10 horas, en la cepa silvestre fue de tan sólo 0.8 horas.
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Figura 10. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutín-proteina ligasa Npil/Rsp5p.
Las cepas 23346c (NP!]/RSPS) (o) y 27028a (‘npil/rspS) (A) transformadas con e] plásmido
pRMl.l, que contiene el locus MALi, se cultivaron en medio YP con maltosa al 2%, se
recogieron durante la fase exponencial de crecimiento y se suspendieron en el medio de
endocitosis (Materiales) como se describe en la Figura 8. La suspensión se incubó a 300C
con agitación.
(A) A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para medir la actividad del
transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los
resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
(B) Alícuotas de extractos obtenidos a los tiempos indicados se analizaron por
inmunoensayo utilizando el suero inmune frente a esta proteína.
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Figura 11. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutín-hidrolasa Npi2/Doa4.
Las cepas MHY5Oí (NPJ2/DOA4) (o) y MHY623 (Anpi2/doa4) (A) transformadas con el
plásmido pRML.í, que contiene el locus MALí, se cultivaron y trataron como en Figura
10. A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para medir la actividad (A) y el
contenido celular de transportador de maltosa (R). Los datos corresponden a la media de
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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Estos resultados sugieren fuertemente que la ubicuitín-hidrolasa Npi2/Doa4 juega un
importante papel en la internalización de nuestro transportador y, en consecuencia, en su
degradación en la vacuola.
En resumen, todos estos hechos muestran claramente que, al menos dos enzimas de la
vía de la Ub, la ubicutin-proteina ligasa Npil/RspS y la ubicuitín-hidrolasa Npi2/Doa4, son
necesarias para conseguir la máxima velocidad de endocitosis del transportador de maltosa
y también, que ambas enzimas intervienen en la primera etapa de la endocitosis, es decir,
en la intemalización de la proteína. Estos hechos indican fuertemente que la unión de Ub al
transportador juega un importante papel en la endocitosis de esta proteína.
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RESULTADOS III
Tipo de modificación por ubicuitina que desencadena la
internalización del transportador de maltosa.
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Se ha demostrado que algunas proteínas de membrana plasmática ligan Ub antes de
ser internalizadas por endocitosis (34, 52, 121), y que la modificación por este péptido
podría depender del tamaño y del número de TMS de la proteína. Como ya hemos
comentado, en base a en ciertas evidencias se ha postulado que la máxima velocidad de
internalización de las proteínas de 12-TMS podía requerir su unión a cadenas de Ub, es
decir, su ‘poli-ubicuitinación, mientras que una “mono-ubicuitinación’ seria suficiente
para desencadenar la máxima velocidad de internalización de proteínas con tan sólo 7-
TMS. Con objeto de poner a prueba este postulado, nos propusimos establecer los
requerimientos, en lo que a Ub se refiere, de la intemalización del transportador de maltosa
que tiene 12-TMS.
Se sabe que las células deficientes en la ubicuitín-hidrolasa Npi2IDoa4, a las que en
adelante denominaremos células Adoa4, presentan unos niveles de Ub libre muy bajos (94,
122). En el capítulo anterior hemos visto que en estas células, la internalización del
transportador de maltosa está fuertemente inhibida, y nuestra idea es que esta inhibición es
debida a la falta de Ub disponible para ligarse a la proteína. Si esta interpretación fuese
correcta, la sobreexpresión de Ub en la cepa Adoa4 podría ser capaz de restablecer la
endocitosis del transportador. En este caso, la cepa Adoa4 seria una interesantísima
herramienta para estudiar el tipo de modificación por Ub que requiere la internalización de
nuestra proteína. La sobreexpresión de Ubs con mutaciones en diferentes lisinas, que
impedirían la formación de determinados tipos de cadenas de Ub, permitiría establecer que
tipo de cadena de Ub está implicada en la endocitosis del transportador. Con el fin de
investigar si la cepa Adoa4 era adecuada a nuestros propósitos, nos propusimos obtener un
plásmido adecuado para sobreexpresar Ub en estas células.
111.1. Obtención de un plásmido adecuado para la sobreexpresión de Ub en la
cepa Adoa4.
Disponíamos de un plásmido multicopia, YEp96, que lleva el gen de la Ub bajo el
promotor CUPJ inducible por cobre y el gen TRPJ de S. cerevisiae como marcador de
selección (28). Sin embargo, no podíamos utilizar este plásmido para transformar las cepas
DOA4 y Adoa4 dado que estas cepas son protótrofas para triptófano (ver Materiales: Tabla
1). Para obtener un plásmido que llevase como marcador de selección el gen H¡S3, que es
uno de los adecuados a nuestras cepas, aislamos de YEp96 el fragmento BamHI-PstI que
contiene el promotor CUPJ y el gen de la Ub y lo donamos en el vector pRS423 que
contiene el gen H¡S3 y que había sido previamente digerido con las mismas enzimas
(Esquema II). El plásmido resultante se denominó pLPl8-Ub y se utilizó en los
experimentos que se describen a continuacion.
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111.2. Sobreexpresión de Ub en las cepas DOA4y Adoa4.
Una vez transformadas las cepas DOA4 y zldoa4 con el plásmido pLPl8-Ub,
investigamos si estas células realmente sobreexpresaban Ub. Para ello, determinamos el
contenido de Ub libre en extractos crudos obtenidos a partir de ellas y lo comparamos con
el contenido en células no transformadas. Esta determinación se realizó utilizando un suero
inmune comercial frente a Ub. Dado que en el plásmido pLPl8-Ub la expresión del gen de
la Ub es inducible por cobre, las células se crecieron en presencia de CuSO4 0.1 mM. Con
objeto de identificar la banda de Ub llevábamos en paralelo una muestra control que
contenía Ub comercial tratada exactamente igual que los extractos crudos celulares. Como
puede verse en la Figura 12, en el caso de células sin transformar, la banda correspondiente
a Ub libre fue claramente detectable en el extracto obtenido a partir de células DOA4 (carril
2) mientras que esta banda fue prácticamente indetectable en el extracto obtenido a partir
de células Adoa4 (carril 3). Sin embargo, en el caso de células transformadas, la banda de
Ub fue claramente detectable tanto en el extracto obtenido a partir de la cepa silvestre como
en el obtenido a partir de la cepa mutante (carriles 4 y 5), y en ambos casos, su intensidad
fue mayor que la obtenida con las respectivas cepas sin transformar (carriles 4 y 5 versus 2
y 3). Es de señalar que las intensidades de las bandas en los extractos obtenidos a partir de
células DOA4 y Adoa4 transformadas fueron similares (carriles 4 y 5).
Nuestros resultados mostraron claramente que el plásmido pLP18-Ub era adecuado
para sobreexpresar Ub en nuestras cepas y además (resultados no mostrados) indicaron que
ni la transformación con este plásmido ni la presencia de CuSO4 0.1 mM afectaban a la
velocidad de crecimiento en nuestras condiciones experimentales.
111.3. Efecto de la sobreexpresión de Ub en la endocitosis.
Con el fin de establecer si la sobreexpresión de Ub en la cepa Adoa4 era capaz de
restablecer la endocitosis del transportador y también de conocer si la sobreexpresión
afectaba a la cepa silvestre, seguimos la endocitosis de esta proteína midiendo su
internalización y su degradación. Observamos que la sobreexpresión de Ub en la cepa
DOA4 no afectó a la endocitosis del transportador ya que como puede verse en las Figuras
13A y 13C, tanto la internalización como la degradación de esta proteína ocurrió a la
misma velocidad en la cepa con y sin Ub sobreexpresada. En ambos casos la vida media
estimada para esta proteína fue de 1.5 horas. Sin embargo, la sobreexpresión en la cepa
Adoa4 dio lugar a una recuperación considerable, aunque parcial, de la endocitosis del
transportador. Este hecho se observó tanto cuando se midió la internalización de la proteína
(Figura 13B) como cuando se midió su degradación (Figura 13D). Mientras que en
ausencia de sobreexpresión la vida media estimada para el transportador fue >10 horas, en
su presencia la vida media fue de aproximadamente 2.5 horas. Por otra parte, y como era de
esperar, la expresión en estas células del vector pRS423 utilizado en la obtención del
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Figura 12. Sobreexpresión de Ub en las cepas DOA4 yAdoa4.
Las cepas MHY5O 1 -pRM 1.1 (DOA4) y MHY623-pRM 1.1 (Adoa4) sin transformar
(carriles 2 y 3) o transformadas con e] plásmido pLP1S-Ub que lleva el gen de la Ub
(carriles 4 y 5) se cultivaron en medio YP con maltosa al 2% en presencia de CuSO4 0.1
mM y se recogieron durante la fase de crecimiento exponencial. Alícuotas de extracto
crudo conteniendo 30 ¡tg de proteína (carriles 2-5) se resolvieron en geles de SDS-
poliacrilamida al 15% por el sistema de tricina, se transfirieron a una membrana de
Immobilon-P y se analizaron con el suero inmune frente a Ub como se describe en
Métodos. Para identificar la banda de Ub, se resolvió en paralelo una muestra conteniendo
1 ¡tg de Ub comercial (carril 1) tratada de la misma manera que las muestras problema.
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresión de Ub en la endocitosis del transportador de
maltosa.
Las cepas MHY5Ol-pRMl.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMI.l (zldoa4) (B y D) sin
transformar (e) o transformadas con el plásmido pLPlS-Ub que lleva el gen de la Ub (O),
se cultivaron en medio YP con maltosa al 2% en presencia de CuSO4 0.1 mM, se
recogieron durante la fase de crecimiento exponencial y se supendieron en el medio de
endocitosis como se describe en Figura 8. A los tiempos indicados se tomaron alícuotas
para medir la actividad (A y B) y el contenido celular de transportador de maltosa (C y D).
Los datos de actividad corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los
dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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plásmido pLP18-Ub no tuvo ningún efecto sobre la velocidad de endocitosis (Resultado no
mostrado).
Acabamos de ver que la vida media del transportador en células DOA4 y Adoa4 en
las que se había sobreexpresado la Ub fue de 1.5 y 2.5 horas respectivamente. El hecho de
que la sobreexpresión de Ub no fuese capaz de revertir totalmente la inhibición de la
endocitosis en las células Adoa4 podría ser debido a una disminución de los niveles de Ub
disponible en las células Moa4 a lo largo del experimento. Investigamos esta posibilidad y
los resultados obtenidos mostraron que la cantidad de Ub disponible en la cepa Adoa4 con
Ub sobreexpresada fue elevada y se mantuvo constante durante todo el experimento de
endocitosis (Figura 14). Por lo tanto, la recuperación tan sólo parcial de la endocitosis en
esta cepa no puede atribuirse a una carencia de Ub y probablemente sea debida a los
múltiples defectos no relacionados con la Ub que presentan las células deficientes en la
proteína Doa4 (94).
El hecho de que la sobreexpresión de Ub es capaz de revertir, al menos parcialmente,
la inhibición de la endocitosis del transportador observada en la cepa Adoa4 sugiere que
esta inhibición es debida, precisamente, a los bajos niveles de Ub libre en estas células.
Los resultados también sugieren que la cepa Adoa4 puede ser adecuada para
investigar el efecto de la sobreexpresión de distintas Ubs mutadas para de esta manera,
establecer el tipo de modificación que requiere la internalización del transportador de
maltosa.
111.4. Efecto de la sobreexpresión de Ubs mutadas en las l¡sinas-29, -48 ó -63.
Como ya hemos mencionado, la levadura in vivo forma distintos tipos de cadenas de
Ub en las que intervienen la Lys-29, -48 ó -63. Con el fin de conocer si alguno de estos
tipos de cadenas juegan algún papel en la endocitosis del transportador de maltosa,
transformamos la cepa Adoa4 con plásmidos multicopia que contienen genes que codifican,
respectivamente, Ubs en las que la Lys-29, -48 ó -63 ha sido sustituida por arginina (Tabla
III). Estos plásmidos se obtuvieron siguiendo una estrategia similar a la utilizada en el caso
del plásmido pLP1S-Ub (ver Esquema II) a partir, respectivamente, de los plásmidos
YEp96UbK29R, YEp96UbK48R y YEp96UbK63R. Observamos que la sobrexpresión de
cada una de estas tres Ubs mutadas en la cepa Adoa4 restableció la endocitosis con la
misma eficacia que la sobreexpresión de Ub silvestre. Como se muestra en la Figura 15,
tanto la velocidad de internalización (15B) como la de degradación (lSD) del transportador
aumentó sustancialmente cuando se sobreexpresó Ub. Un control desarrollado en paralelo
demostró que la sobreexpresión de estas Ubs mutadas en la cepa silvestre no tuvo ningún
efecto en la endocitosis (Figuras 15A y 15C).
Estos resultados sugieren que la internalización del transportador no requiere la
formación de cadenas de Ub a través de la Lys-29, -48 ó -63. Esta conclusión fue
confirmada por el hecho de que la sobreexpresión de una Ub con triple mutación, estas tres
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Figura 14. Presencia de Ub libre durante los experimentos de endocitosis.
Las cepas MHY5O1-pRMl.1 (DOA4) y MHY623-pRM1.1 (Adoa4) sin transformar
(carriles 1-4) o transformadas con el plásmido pLP18Ub que lleva el gen de la Ub
(caniles 5-8), se cultivaron y se trataron como en Figura 13. Alícuotas de extractos
crudos conteniendo 30 gg de proteína obtenidos a los tiempos indicados se
analizaron como se describe en la Figura 12.
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresión de Ubs que tienen mutadas las lisinas-29, -48
y -63, respectivamente.
Las cepas MHY5Ol-pRMI.l (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMl.l (Adoa4) (B y D) sin
transformar (e) o transformadas con el pLP18-UbK29R (Li), o el pLPl8-UbK48R (7).
o el pLPI8-UbK63R (A) que codifican las diferentes Ubs mutadas (Tabla III), se
cultivaron y se trataron como en la Figura 13. A los tiempos indicados se recogieron
alícuotas para medir la actividad (A y B) y el contenido celular de transportador de
maltosa (C y D). Los datos de actividad corresponden a la media de dos experimentos.
Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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lisinas sustituidas por argininas (Tabla III), también fue capaz de restablecer la endocitosis
del transportador en la cepa mutante y no afectó a este proceso en la cepa silvestre (Figura
16).
111.5. Efecto de la sobreexpresión de una Ub con todas sus Usinas mutadas.
La Ub, como ya se ha comentado, además de las tres lisinas que participan en la
formación de cadenas en levadura in vivo, contiene otras 4 lisinas situadas en posiciones -6,
-11, -27 y -33 de su secuencia. La formación de cadenas de Ub por uniones a través de la
Lys-6 y -11 han sido observadas in vitro y se ha visto que estas cadenas son capaces de
unirse con alta afinidad a la subunidad 55 del proteasoma 265 humano (3). Debido a este
hecho se piensa que podrían tener algún papel in vivo. Para determinar si alguna de estas
dos cadenas, así como cadenas unidas por la Lys-27 ó -33, son necesarias en levadura para
la endocitosis de nuestra proteína, utilizamos un plásmido multicopia que codifica una Ub
mutante en la que sus 7 lisinas han sido sustituidas por argininas (Tabla III) y que se obtuvo
a partir de LHp3O6 siguiendo una estrategia similar a ‘la descrita en el Esquema II. Esta Ub
mutante, denominada Ub-no-Lys, aunque es incapaz de formar cualquier tipo de cadena de
Ub puede ligarse a las proteínas a través de su extremo carboxilo, es decir, es capaz de dar
lugar a la mono-ubicuitinación” de la proteína.
Como se muestra en la Figura 16, la sobreexpresión de esta Ub mutante en la cepa
Adoa4 fue capaz de restablecer la internalización (16B) y degradación (16D) del
transportador con la misma eficacia que la Ub silvestre mientras que, como en los casos
anteriores, la sobreexpresión de este mutante en la cepa DOA4 no tuvo ningún efecto
(Figura 16A y 16C). Estos resultados indican fuertemente que la endocitosis del
transportador de maltosa no requiere la formación de ningún tipo de cadena de Ub y que la
unión de una sola molécula de Ub a una o varias lisinas del transportador, lo que se
denomina ‘mono-ubicuitinación’ (33), parece ser suficiente para desencadenar su
endocitosis. Con el fin de distinguir si la unión de una sola mólécula de Ub es suficiente, o
si por el contrario, la endocitosis de nuestra proteína requiere la unión de varias moléculas
de Ub, realizamos los experimentos que se describen a continuación.
111.6. Detección del transportador unido a Ub.
La unión de una molécula de Ub al transportador de maltosa supone un aumento de
su tamaño molecular en 8.5 kDa que, en consecuencia, originará una pequeña disminución
de su movilidad electroforética. Por lo tanto, la resolución en geles de poliacrilamida de
una muestra que contuviese diferentes especies ubicuitinadas de nuestra proteína daría
lugar a la aparición de tantas bandas como especies con distinto número de Ub estuviesen
presentes.
Bansándonos en este hecho y utilizando el suero inmune frente al transportador, nos
propusimos establecer el número de moléculas de Ub que liga nuestra proteína. Para ello,
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresión de un triple mutante de Ub que tiene
mutadas las lisinas-29, -48 y -63, y de otro mutante que tiene mutadas todas las
lisinas de su secuencia.
Las cepas MHY5Ol-pRMl.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMI.l (Adoa4) (R y D) sin
transformar (e ) o transformadas con el pLPlS-UbRRR (E), o pLPl8-Ub-no-Lys (A)
que codifican sendas Ubs mutadas (Tabla III), se cultivaron y se trataron como en Figura
13. A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para medir la actividad (A y B) y el
contenido celular de transportador de maltosa (C y D). Los datos de actividad
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos
diferían en menos de un 10%.
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utilizamos una cepa mutante temperatura sensible deficiente en la proteína End4. Según
resultados obtenidos en nuestro laboratorio (101), esta cepa mutante a la temperatura
restrictiva de 35oC internaliza y degrada al transportador de maltosa a una velocidad mucho
menor que una cepa silvestre. Como tenemos evidencia de que la unión de la Ub al
transportador tiene lugar en la membrana plasmática (esta tesis), el enlentecimiento de la
intemalización en esta cepa podría dar lugar a la acumulación de especies ubicuitinadas de
nuestro transportador. Esto facilitada su detección.
Dado el pequeño tamaño de la Úb, las diferencias de movilidad de las diferentes
especies de la proteína ligadas a Ub será muy pequeña. Con objeto de aumentar en la
medida de la posible estas diferencias, transformamos la cepa mutante con el plásmido
multicopia pLP2 que lleva un gen de fusión que codifica una Ub unida por su extremo
amino al epitopo ‘c-myc (Tabla III), cuyo tamaño es de 1.3-1.5 kDa (56).
Con el fin de detectar el transportador, tanto sin ligar como ligado a Ub, se recogieron
muestras de células durante la fase exponencial de crecimiento y también a diferentes
tiempos de incubación en el medio de endocitosis. A partir de estas células se obtuvieron
extractos crudos que se analizaron con el suero inmune frente al transportador. Como puede
verse en la Figura 17, tanto en el extracto obtenido a partir de células creciendo (carril 1)
como en el de células recogidas inmediatamente después de ser suspendidas en el medio de
endocitosis (carril 2), apareció una banda correspondiente a una proteina que por su tamano
molecular identificamos como el transportador libre, sin Ub ligada. Sin embargo, en el
extracto obtenido a partir de células incubadas durante una o más horas en las condiciones
de endocitosis (carriles 3-5) observamos dos bandas, una correspondiente a una proteína
del tamaño del transportador libre y otra de mayor tamaño, que se diferenciaba de la
anterior en unos 9 kDa. Identificamos a esta última banda como el transportador unido a
una sola molécula de Ub. Evidencia a favor de esta conclusión se obtuvo utilizando un
extracto obtenido a partir de la cepa ¡Idoa4 que no tiene Ub libre que pueda ser ligada a
nuestra proteína (94, 122) (carriles 6 y 7). En este caso no apareció la banda de mayor
tamaño, la que supuestamente, corresponde al transportador unido a una molécula de Ub.
En resumen, estos resultados sugieren que la unión de una sola molécula de Ub es
suficiente para desencadenar la endocitosis del transportador de maltosa.
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Figura 17. Detección del transportador de maltosa unido a Ub.
La cepa RH268-lC-pRMl.1 (end4) transformada con el plásmido pLP2 que codifica una
Ub ligada al epitopo c-myc (carriles 1-5) y la cepa MHY623.pRM1.1 (Adoa4) (carriles
6-7) se cultivaron a 240C y a 300C, respectivamente. A mitad de la fase exponencial de
crecimiento se recogió una alícuota para obtener extracto crudo y el resto de las células se
lavaron y suspendieron en el medio de endocitosis como se indica en Figura 8. La
suspensión celular correspondiente a la cepa RH268-IC-pRMl.1-pLP2 se incubó a 350C
y la correspondiente MHY623-pRM 1.1 a 300C. A los tiempos indicados se recogieron
alícuotas para obtener extractos crudos. Muestras de estos extractos conteniendo 30 ~tgde
proteína se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida al 10% por el sistema de glicina,
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron con el suero inmune
frente al transportador como se indica en Métodos.
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RESULTADOS IV
Significado fisiológico de la inactivación catabólica de los
transportadores de azúcares.
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Como ya hemos comentado, se viene asumiendo que la inactivación catabólica por
glucosa de los transportadores de azúcares distintos de los de la glucosa es un mecanismo
de regulación que favorece el uso de este azúcar siempre que se halla disponible en el
medio. Esta idea se basa en dos suposiciones: i) la glucosa inactiva específicamente los
transportadores de azúcares distintos de los de glucosa, u) la inactivación de estos
transportadores de azúcares es producida específicamente por glucosa.
Ahora bien, hay evidencia de que la primera suposición no es correcta puesto que se
ha visto que, la adición de glucosa a células ayunadas de fuente de nitrógeno desencadena
la inactivación de todas las proteínas de membrana plasmática ensayadas: el transportador
de K~ (8, 102), la uracil permeasa (135), la H~-ATPasa (7) y todos los transportadores de
azúcares ensayados (59, 101), incluidos algunos de los propios transportadores de glucosa
(14,71).
En este trabajo nos propusimos investigar si la segunda suposición tampoco es
correcta, es decir, establecer si realmente la inactivación de los transportadores de azúcares
es producida específicamente por glucosa o si, por el contrario, otras fuentes de carbono
producen una inactivación semejante. Para ello, seguimos utilizando como modelo
experimental el transportador de maltosa.
IV.1. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de glucosa,
fructosa o manosa.
La fructosa y la manosa son transportadas al interior de la célula por el mismo
sistema de transporte que la glucosa (49) y, como en el caso de la glucosa, la utilización de
estos dos azúcares es constitutiva, es decir, la célula contiene todas las proteínas que son
necesarias para su catabolismo independientemente de la fuente de carbono en que esten
creciendo (5).
Con objeto de investigar el efecto de estos tres azúcares en la inactivación del
transportador de maltosa, las células se recogieron durante el crecimiento exponencial en
maltosa, puesto que el transportador que estamos investigando es inducible por este azúcar
(76). Tras ser suspendidas en un medio sin fuente de carbono y de nitrógeno, se añadió el
azúcar a ensayar. La suspensión se incubó a 300C con agitación y a distintos tiempos de
inactivación se recogieron alícuotas para valorar la actividad del transportador. Observamos
que la adición de cualquiera de estos tres azúcares, glucosa, fructosa o manosa, produjo un
efecto similar en la actividad del transportador. Como puede verse en la Figura 18, la
inactivación comenzó inmediatamente después de añadir el azúcar, siguió una cinética de
primer orden y ocurrió a una velocidad constante que sugirió una vida media para el
transportador, en presencia de estos azúcares, de aproximadamente 1 hora.
Estos resultados indicaron que los tres azúcares, glucosa, fructosa y manosa, son
igualmente eficaces sosteniendo la inactivación del transportador.
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Figura 18. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de glucosa,
fructosa, manosa o galactosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivó en medio YP con maltosa al 2%. A mitad de la fase
exponencial de crecimiento, las células se recogieron por centrifugación, se lavaron con
agua y se suspendieron en un volumen del medio de inactivación 3 veces superior al
volumen inicial. Este medio contenía 2% glucosa(o), 2% fructosa (<>)~ 2% manosa (o)
o 2% galactosa (A) como fuente de energía. Las suspensiones se incubaron a 30~(2 con
agitación y, a los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la actividad del
transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los
resultados de los dosexperimentos diferían en menos de un 10%.
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IV.2. Inactivación del transportador en presencia de galactosa.
La galactosa es transportada al interior de la célula por el transportador GAL2 (129).
La síntesis de este transportador, así como de las otras proteínas necesarias para el
catabolismo de este azúcar, es inducible por galactosa y reprimible por glucosa, a través del
activador de transcripción GAL4 (24, 65). En ausencia del inductor, la proteína GAL8O
forma un complejo con la proteína GAL4 impidiendo la síntesis de las proteínas del
metabolismo de galactosa. Sin embargo, en presencia de galactosa y ausencia de glucosa, el
complejo GAL8Op-GAL4p se disocia y, como consecuencia, GAMp queda libre y es capaz
de activar la síntesis de las proteínas mencionadas (45, 66, 85).
Para investigar el efecto de la galactosa en la inactivación del transportador de
maltosa, las células se recogieron y se trataron de forma similar a los experimentos
descritos anteriormente excepto que, la fuente de carbono añadida fue galactosa.
Observamos que, como en el caso de la glucosa, la adición de galactosa fue capaz de
desencadenar y sostener la inactivación del transportador. Sin embargo, en este caso, como
puede verse en la Figura 18, se observó un retraso en el comienzo de la inactivación de
aproximadamente 2 horas. A continuación, la inactivación tuvo lugar a una velocidad
constante, aunque menor que en presencia de las otras hexosas ensayadas. La vida media
del transportador en presencia de galactosa fue de unas 2 horas mientras que en presencia
de glucosa fue de aproximadamente 1 hora.
El retraso observado en la inactivación por galactosa podía estar relacionado con la
no utilización por las células de este azúcar. Dado que ¿n estos experimentos las células se
crecieron en maltosa y que la utilización de galactosa, como ya hemos mencionado,
requiere proteínas que sólo se sintetizan en su presencia, las células utilizadas en el
experimento no tendrían las proteínas necesarias para el catabolismo de galactosa. Por lo
tanto, el retraso en el comienzo de la inactivación podía ser debido al tiempo requerido para
la aparición de estas proteínas. Si esta hipótesis fuera correcta, se deberían cumplir tres
predicciones:
i) En las condiciones experimentales utilizadas, ausencia de una fuente de nitrógeno
exógena y presencia de galactosa, las proteínas necesarias para el catabolismo de este
azúcar se sintetizarían a partir de los aminoácidos almacenados en la célula como reserva
y/o a partir de los aminoácidos obtenidos en la degradación de otras proteínas. Para
comprobar si esta predicción se cumplía, medimos el transporte, fermentación y respiración
de galactosa durante la inactivación. Como puede verse en la Figura 19, inmediatamente
después de suspender las células en el medio de inactivación, es decir, en ausencia de
fuente de nitrógeno y en presencia de galactosa, las células prácticamente no fueron
capaces de transportar galactosa, ni de fermentar o respirar este azúcar. Sin embargo,
enseguida las células comenzaron a transportar galactosa, y este transporte aumentó
progresivamente hasta alcanzar un valor máximo en aproximadamente 3 horas. La
aparición de transporte fue acompañado de la aparición de fermentación y respiracon.
Resultados ¡V 80
0.8
t-.4—
-e
t ci
oc
—enCi
-e cio,
-e o
ci ~-‘
Zbn
o<rs
—‘E
0.6
0.4
0.2
0
3
‘o—
ci,...
-4,
cci
4>0
2
t ~
ci
o, —
Periodo de inactivación (h)
Figura 19. Inducción del transporte, fermentación y respiración de galactosa
durante la inactivación
La cepa silvestre ATCC 42407 se cultivó y se trató como en Figura 18. El medio de
inactivación contenía 2% galactosa como fuente de energía. La suspensión se incubó a
300C con agitación y, a los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar el
transporte (o), la fermentación (A) y la respiración (o ) de galactosa. Los datos
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos
diferían en menos de un 10%.
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Ambos parámetros alcanzaron también su máximo valor tras 3 horas de incubación. A
partir de ese momento, se observó una ligera disminución en la velocidad de los tres
procesos.
En resumen, estos resultados indican que las células, en presencia de galactosa, y a
pesar de la carencia de fuente de nitrógeno exógena, son capaces de sintetizar las proteínas
que necesitan para el catabolismo de este azúcar.
u) Si la inactivación del transportador de maltosa requiere la inducción del
catabolismo de galactosa, la inhibición de dicha inducción debería impedir la inactivación.
Con el fin de comprobar esta predicción, añadimos cicloheximida, un inhibidor de la
síntesis de proteínas, al medio de inactivación. Comprobamos que en nuestras condiciones
experimentales, la adición de cicloheximida inhibió por completo la inducción del
transporte de galactosa (Figura 20A) y por tanto, el catabolismo de este azucar. Así mismo,
observamos que en presencia del inhibidor, el transportador se inactivaba muy lentamente y
no aparecía la inactivación rápida que se observaba en su ausencia (Figura 20B). Como se
muestra en esta figura, mientras que en ausencia de cicloheximida, la vida media del
transportador, una vez superado el periodo de adaptación, fue de unas 2 horas, en presencia
del inhibidor fue >10 horas. Estos resultados indican claramente que la inducción del
catabolismo de galactosa es necesaria para la rápida inactivación del transportador. Es
importante señalar que la lenta inactivación observada en presencia de cicloheximida, es
decir, en ausencia de catabolismo de galactosa, fue similar a la observada, como veremos
más adelante, cuando el medio de inactivación no contenía ninguna fuente de carbono y
energía (Figura 24).
iii) Si, como parece, el retraso en el comienzo de la inactivación del transportador
fuera debido al tiempo requerido por las células para su adaptación a galactosa, células
mutantes capaces de utilizar galactosa sin adaptación previa no mostrarían este retraso. Para
probar esta posibilidad utilizamos una cepa mutante gal80. Esta cepa mutante carece de la
proteína GAISO que inhibe la síntesis de las proteínas del catabolismo de galactosa cuando
no se halla presente el inductor (90). En consecuencia, esta cepa mutante sintetiza todas las
enzimas necesarias para el catabolismo de galactosa incluso en ausencia de este azúcar y,
por tanto, es capaz de utilizar galactosa constitutivamente. Como se muestra en la Figura
21, los resultados obtenidos mostraron que la inactivación del transportador de maltosa en
la cepa mutante gal8O, a diferencia de lo observado en la cepa silvestre, comenzo
inmediatamente después de añadir la galactosa. También mostraron que la velocidad de
inactivación del transportador en esta cepa fue similar a la velocidad de inactivación que
mostró la cepa silvestre una vez transcurridas las 2 primeras horas.
En resumen, todos los resultados obtenidos indican fuertemente que la galactosa, al
igual que las otras hexosas ensayadas, glucosa, fructosa y manosa, es capaz de sostener la
inactivación del transportador de maltosa, si bien lo hace a una velocidad 2 veces inferior a
la observada en presencia de esas otras hexosas (ver Figura 18).
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Figura 20. Inhibición por ciclohexinilda de la inducción del transporte de
galactosa y de la inactivación por galactosa del transportador de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivó y se trató como en Figura 18. El medio de
inactivación contenía 2% galactosa como fuente de energía. La suspensión celular se
dividió en dos alícuotas y, a una de ellas (e) se añadió cicloheximida para una
concentración final 10 jxg/ml. Las suspensiones se incubaron a 300C con agitación y, a
los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la actividad del
transportador de (A) galactosa y (B) maltosa. Los datos corresponden a la media de
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un
10%.
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Figura 21. Inactivación del transportador de maltosa en una cepa silvestre y en una
cepa gal8O.
La cepa silvestre (ATCC 42407) (A) y el mutante gal8O (X106-3D) (e) se cultivaron y
trataron como se describe en Figura 18. El medio de inactivación contenía 2% galactosa
como fuente de energía. A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la
actividad del transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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IV.3. Inactivación del transportador en presencia de maltosa.
Con objeto de investigar si la maltosa era capaz de sostener la inactivación de su
propio transportador, realizamos experimentos similares a los descritos en los capítulos
anteriores excepto que, la fuente de carbono añadida al medio de inactivación fue maltosa.
Los resultados mostraron que en presencia de este azúcar también se inactivó el
transportador y que, al igual que en el caso de la glucosa, la inactivación comenzo
inmediatamente después de añadir el azúcar (Figura 22). Sin embargo, la velocidad de
inactivación en presencia de maltosa fue sustancialmente menor que en presencia de
glucosa ya que, mientras que la vida media estimada para el transportador en presencia de
este azúcar fue de aproximadamente 1 hora, en presencia de maltosa fue de unas 2 horas
(Figura 22).
Ahora bien, dado que la utilización de maltosa se induce en presencia de este azúcar
(76), en las condiciones utilizadas en estos experimentos, y al igual que ocurría en los
experimentos con galactosa, podrían estar ocurriendo dos procesos: 1) Síntesis del
transportador de maltosa, inducida por la presencia de su inductor. Esta síntesis, como en el
caso del transportador de galactosa, tendría lugar a partir de los aminoácidos almacenados
en la célula como reserva y/o a partir de los aminoácidos obtenidos en la degradación de
otras proteínas. 2) Inactivación del transportador de maltosa ya presente en las células al
comenzar el experimento.
Por tanto, si esta hipótesis fuera correcta, estarían teniendo lugar simultáneamente
dos procesos opuestos: por un lado, síntesis del transportador y, por otro lado, su
inactivación. La presencia simultanea de estos dos procesos de signo contrario daría lugar a
una disminución aparente en la velocidad de inactivación. Para comprobar esta hipótesis, se
inhibió la síntesis del transportador con cicloheximida. Los resultados mostraron que, en
presencia del inhibidor, la velocidad de inactivación por glucosa no se vio afectada
mientras que la velocidad de inactivación por maltosa aumentó. En estas condiciones, la
vida media calculada para el transportador en presencia de maltosa fue de
aproximadamente 1 hora, es decir, similar a la obtenida en presencia de glucosa (Figura
23).
Estos resultados indicaron que la maltosa no sólo es capaz de sostener la inactivación
de su propio transportador sino que, además, lo hace tan eficazmente como la glucosa
(Figura 23).
IV.4. Inactivación del transportador en presencia de etanol o en ausencia de
fuente de energía.
Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que todos los sustratos
fermentables ensayados eran capaces de sostener una inactivación rápida del transportador
(Figuras 18, 21 y 23) mientras que el etanol, un sustrato no fermentable, inactivaba al
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Figura 22. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivó y se trató como se describe en Figura 18. El medio de
inactivación contenía 2% glucosa (o) o 2% maltosa (y) como fuente de energía. A los
tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la actividad del transportador de
maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los
dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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cicloheximida en la inactivación por maltosa delFigura 23. Efecto de la
transportador de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivó y se trató como se indica en Figura 18. El medio de
inactivación contenía 2% glucosa (o, e) o 2% maltosa (y, y) como fuente de energía. Las
suspensiones celulares se dividieron en dos alícuotas y, a una de ellas se añadió
cicloheximida (CV) para una concentración final 10 gg/ml. Los datos corresponden a la
media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de
un 10%.
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transportador muy lentamente (Figura 24). Teniendo en cuenta estos hechos, nos pareció
interesante investigar la inactivación del transportador en ausencia de un sustrato exógeno.
Como se muestra en la Figura 24, en estas condiciones de ayuno el transportador se
inactivó muy lentamente, a una velocidad semejante a la observada en presencia de etanol.
También en este caso la vida media para el transportador resultó ser >10 horas.
En resumen, los resultados obtenidos sugerían que la inactivación rápida del
transportador requiere la presencia de una fuente exógena de energía fermentable. Sugerían
además que la glucosa, fructosa, manosa y maltosa son igualmente eficaces sosteniendo la
inactivación mientras que, la galactosa es algo menos eficaz.
IV.5. Correlación entre la inactivación y la degradación del transportador.
Hemos mostrado más arriba (Figuras 8 y 9) que la inactivación por glucosa del
transportador de maltosa es debida a su degradación. Sin embargo, resultados obtenidos en
otro laboratorio (87) sugieren que, en el caso de algunas cepas, el transportador se inactiva
sin que tenga lugar su degradación y se ha propuesto que esta inactivación podía ser debida
a una fosforilación de la proteína (87). Para establecer si en nuestros experimentos la
inactivación del transportador iba o no seguida de su degradación realizamos una
estimación del contenido celular de transportador utilizando los anticuerpos policlonales
anti-transportador descritos más arriba. Los resultados obtenidos mostraron que, en todos
los casos, la vida media del transportador calculada midiendo la intensidad de la banda
obtenida en los experimentos de inmunodetección (Figuras 25C y 25D) fue similar a la
obtenida midiendo actividad (Figuras 18, 21, 23 y 24). Estos resultados permiten concluir
que, en nuestros experimentos, la inactivación del transportador fue seguida de su
degradación.
IV.6. Relación entre la velocidad de inactivación, la velocidad de fermentación y
la energía producida en el catabolismo.
Como ya hemos mostrado, la glucosa, la fmctosa, la manosa, y la maltosa sostienen
la inactivación rápida del transportador con mayor eficacia que la galactosa (Figuras 18, 21
y 23). Este orden de eficacia coincide con la velocidad con que estos sustratos son
fermentados por la levadura (75). Esta observación, y el hecho de que una fuente de energía
no fermentable, etanol, no fuese capaz de sostener la inactivación (Figura 24), sugería que
la velocidad de inactivación del transportador podía venir determinada por la velocidad de
fermentación del sustrato presente en el medio. Con el fin de investigar esta posibilidad,
medimos la velocidad de fermentación durante la inactivación en presencia de glucosa,
maltosa y galactosa. Observamos que esta velocidad disminuyó durante un periodo de
tiempo en el que la velocidad de inactivación del transportador permaneció constante (ver
Tabla 2 y Figuras 18 y 23). Particularmente relevante fue el hecho de que, como puede
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Figura 24. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de etanol o
en ausencia de fuente de carbono.
La cepa ATCC 42407 se recogió durante la fase exponencial de crecimiento. Tras
lavar las células con agua, se suspendieron en el medio de inactivación en ausencia
de fuente de energía (e) o en presencia de etanol como fuente de energía (A). Los
datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos
experimentos diferían en menos de un 10%.
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Figura 25. Degradación del transportador de maltosa en presencia de diferentes
fuentes de carbono.
Las cepas X 106-3D (gal 80) (A y C) y ATCC 42407 (B y D) se trataron como se indica en la
Figura 18. El medio de inactivación contenía 2% glucosa (0), 2% galactosa (A), 2% maltosa
(0) o 2% etanol (u) como fuente de energía. En el caso del medio conteniendo maltosa se
añadió cicloheximida para una concentración final 10 vg/ml (Ver Resultados 4.3).
A y B: Alícuotas de extractos crudos obtenidos a los tiempos indicados se analizaron por
inmunoensayo utilizando los anticuerpos frente al transportador de maltosa.
C y D: Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente al periodo de inactivación.
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verse en la Figura 23, en presencia de maltosa la velocidad de inactivación permanecía
constante cuando la velocidad de fermentación había disminuido más de un 70% (Tabla 2).
Esta disminución en la velocidad de fermentación durante la inactivación ya ha sido
descrita previamente y ha sido atribuida a la disminución del transporte de este azúcar que
tiene lugar durante el ayuno de fuente de nitrógeno (78). En conclusión, estos resultados
sugieren que la velocidad de inactivación no está determinada por la velocidad de
fermentación.
Hemos demostrado que la inactivación del transportador va seguida de su
degradación (Figura 25) en la vacuola tras su internalización por endocitosis (101). Dado
que varías etapas de la endocitosis de proteínas de membrana plasmática requieren energía,
por ejemplo la unión de Ub (12, 86), la formación de endosomas (82), y la fusión de estos
con la vacuola (98), la velocidad de inactivación podía venir determinada por la
concentración de ATP en las células. Para probar esta posibilidad, medimos la
concentración intracelular de ATP a distintos tiempos de inactivación. Como puede verse
en la Tabla 3, la concentración de este metabolito fue similar en el caso de todas los
sustratos ensayados, incluso en el caso del etanol que inactivó al transportador con una
velocidad mucho menor que el resto de sustratos ensayados.
Alternativamente, la velocidad de inactivación podía estar relacionada no con los
niveles de ATP, sino con la velocidad con que se produce este metabolito. Para explorar
esta posibilidad, calculamos el valor teórico de la velocidad de producción de ATP a partir
de los datos de fermentación y respiración obtenidos en los experimentos descritos más
arriba (Tabla 3). Los resultados obtenidos sugieren que no existe relación directa entre la
velocidad de producción de ATP y la velocidad de inactivación del transportador.
Particularmente relevante fue el hecho de que, en presencia de maltosa, la velocidad de
inactivación permaneció constante (Figura 23) cuando la velocidad de producción de ATP
disminuyó más de un 40% (Tabla 3).
A pesar de estos resultados, la posibilidad de que la velocidad de obtención de
energía determine la velocidad de inactivación no puede ser descartada ya que, en el
cálculo teórico de la velocidad de producción de ATP (Tabla 3) hemos considerado una
constante P:O de 2 y actualmente hay evidencia de que el rendimiento energético de la
cadena respiratoria puede cambiar en función de numerosos factores (116).
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La levadura S. cerevisiae se encuentra en la naturaleza principalmente en hábitats de
origen vegetal ricos en azúcares. Desde estos hábitats, la levadura puede ser transportada
por agentes como el aire o insectos a otros hábitats más pobres y por tanto más hostiles
para su desarrollo. De esto se deduce que la supervivencia de la levadura, como la de otros
muchos organismos, está íntimamente ligada a su capacidad de adaptarse a los cambios
nutricionales y a los distintos tipos de estrés que ocurren en el medio que la rodea. Una
situación de estrés muy frecuente en la naturaleza es la producida por el ayuno de algún
nutriente y muy a menudo en el caso de la levadura el nutriente limitante es el amonio. Las
situaciones de estrés producen diversas respuestas en las células y algunas de estas
respuestas son comunes a todos los tipos de estrés mientras que otras son más específicas.
Ambos tipos de respuestas suscitan un gran interés, tanto desde un punto de vista científico
como desde un punto de vista económico.
En levadura, el estrés producido por la carencia de nutrientes da lugar a una
reorganización del metabolismo celular que es regulada por diferentes tipos de mecanismos
y que implica cambios en la dotación enzimática de la célula. Así, el estrés producido por el
ayuno de amonio origina la inactivación de un cierto número de proteínas de membrana
plasmática como son los transportadores de azúcares y de otros nutrientes (8, 14, 25, 102,
135). Esta pérdida de actividad de las proteínas de membrana puede ser debida a cambios
en su estado conformacional o a modificaciones covalentes como la fosforilación. Estos
cambios son generalmente reversibles. También cabe la posibilidad de que la inactivación
de estas proteínas sea debida a su degradación. Obviamente en este caso el proceso es
irreversible. Nosotros hemos mostrado en este trabajo que la inactivación del transportador
de maltosa que tiene lugar durante el ayuno de fuente de nitrógeno cuando se halla presente
glucosa es irreversible y debida a su degradación. Ahora también sabemos que la
degradación de esta proteína tiene lugar en la vacuola, tras ser internalizada por endocitosis,
en un proceso que ocurre independientemente de la función del proteasoma (101).
La inactivación y degradación en vacuola tras endocitosis durante el ayuno de una
fuente de nitrógeno parece ser un mecanismo de regulación que afecta a muchas proteínas
de membrana plasmática. Posterionnente a nuestro trabajo se ha visto que, el transportador
de galactosa (59), el de uracilo (135) y los transportadores Hxt6 y Hxt7 de glucosa (71) son
también degradados en vacuola en estas condiciones nutricionales. También se ha visto que
otros estados nutricionales pueden provocar la degradación específica de otras proteínas.
Así, se sabe que la adición de amonio a células que están creciendo en presencia de
aminoácidos provoca la endocitosis y degradación en vacuola del transportador general de
aminoácidos (46). Es interesante señalar que independientemente del factor
desencadenante, la degradación en vacuola de las proteínas de membrana plasmática en
levadura parece ser una regla general ya que, que nosotros sepamos, la única excepción
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conocida a esta regla es la degradación del transportador de cobre. Esta proteína es
degradada en la propia membrana plasmática cuando la concentración de cobre en el medio
es elevada (92), probablemente por la acción de una (o varias) proteasa(s) específica(s) que
no afecta(n) a otras proteínas de membrana. De todos estos hechos se deduce que la
endocitosis juega un papel muy importante en la remodelación de la membrana plasmática
en este organismo, remodelación que es necesaria para su adaptación a los cambios
nutricionales.
Desde hace algún tiempo se sabe que determinadas secuencias de aminoácidos
confieren inestabilidad a las proteínas citosólicas, lo que las hace susceptibles de ser
degradadas por el proteasoma. Estas secuencias se conocen como señales de degradación y
también con el término inglés “degrons” (131). En levadura, la primera señal que se
identificó y también la mejor estudiada es la denominada “N-degron”, que hace referencia
al aminoácido N-terminal de la proteína (4, 132). El estudio de esta señal de degradación ha
dado lugar al establecimiento de una regla, conocida como ‘N-end rule, que relaciona la
inestabilidad de una proteína, es decir su vida media, con el aminoácido presente en su
extremo amino (133). Se ha visto que la “N-end rulet se cumple en todos los sistemas
estudiados: animales, plantas, bacterias y levadura (62), si bien los aminoácidos que
originan mayor inestabilidad en levadura pueden proporcionar estabilidad en otros
organismos (132, 133). En eucariotas, el ‘N-degron’ de una proteína comprende, al menos,
una lisina interna y un aminoácido N-terminal que confiera inestabilidad. El aminoácido
desestabilizante actuaría como un sitio de reconocimiento para una enzima E3 de la vía de
la Ub (la enzima Ubrlp) (6) y la lisina como aceptora de una Ub (18) que le seria
transferida desde una enzima E2 (la UBC2p) (27). Una propiedad interesante de la doble
señalización es que el motivo de reconocimiento y la lisina aceptora de Ub pueden estar
separadas, incluso en diferentes subunidades si la proteína es oligomérica (62, 132).
Otra señal de degradación bien caracterizada en levadura es una secuencia consenso
de 9 aminoácidos conocida como “destruction box que es necesaria para la degradación de
ciclinas (41). Todas la ciclinas que se conocen contienen en su extremo carboxilo
secuencias ricas en lisinas que podrían actuar como sitios de unión a Ub. Aunque no se
conoce el mecanismo de esta unión, se cree que es similar al de la unión a los sustratos de
la vía ‘N-end rule’. También está bien establecido que secuencias ricas en prolina (P),
ácido glutámico (E), serma (5) y treonina (T), en cualquier orden o combinación, limitadas
por aminoácidos básicos actúan como señales para la degradación de proteínas de vida
media corta. Este tipo de secuencias se conocen como regiones PEST y también están
implicadas en la degradación de proteínas por la vía de la Ub (100). Además, se ha descrito
que la fosforilación de alguna(s) de las serinas o treoninas de esta región puede ser
necesaria para la unión de Ub a la proteína y por tanto para su degradación (100, 103).
En lo que se refiere a las proteínas de membrana plasmática, se sabe que, tanto en
células de mamíferos como de levadura, determinadas secuencias situadas en los dominios
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citosólicos de estas proteínas actúan como señales para endocitosis. En células de
mamíferos algunas de estas secuencias están basadas en motivos tirosina o di-leucina (73,
128). En levadura, se ha visto que la secuencia SINNDAKSS contenida en el receptor del
factor-a es necesaria para su internalización (52, 106) y más recientemente se ha descrito
que el receptor del factor-a y la uracil permeasa contienen una secuencia PEST que es
requerida para su internalización (83, 109). Este último transportador contiene además un
motivo similar a la “destruction box” de las ciclinas (35).
La endocitosis de proteínas de membrana puede también estar regulada por procesos
de fosforilación/defosforilación. Se ha visto que la endocitosis del transportador de uracilo
y del receptor del factor-a tiene lugar tras su fosforilación (59, 83, 108) y también que la
endocitosis del transportador general de aminoácidos, que en su forma activa se encuentra
fosforilado, parece ser desencadenada por defosforilación (123). Aparentemente, también el
transportador de maltosa se encuentra fosforilado en determinadas condiciones fisiológicas
y se ha llegado a proponer que este hecho podría estar implicado en su endocitosis (87).
Nuestros resultados han mostrado que la unión de Ub al transportador de maltosa es
necesaria para su internalización. Esta conclusión se basa en la observación de que, en
condiciones de endocitosis, el transportador permanece en la membrana cuando las células
son deficientes en la ubicuitín-proteina ligasa Npi 1 o en la ubicutín-hidrolasa Doa4, dos
enzimas de la vía de la Ub (47, 94). En el caso de las células deficientes en ubicuitin-
proteína ligasa Npil se observa una cierta internalización del transportador,
aproximadamente un 30% de la observada en la cepa silvestre isogénica. Este hecho es
probablemente debido a la actividad residual Npilp presente en las células. Consistente con
esta posibilidad es el hecho de que las células deficientes en ubicutín-hidrolasa Doa4, que
no presentan ninguna actividad Doa4p, tampoco presentan ninguna actividad endocítica.
Resultados de otros laboratorios indican que estas dos enzimas son también necesarias para
la intemalización del transportador de uracilo y de la permeasa general de aminoácidos (34,
47, 122). Por lo tanto, parece bien probado que la Ub, considerada durante mucho tiempo
como una señal exclusiva para la degradación de proteínas citosólicas por el proteasoma
26S (54, 99), puede actuar también como señal para la internalización y degradación de
proteínas de membrana plasmática en vacuola.
La implicación de Npi lp en la internalización del transportador de maltosa es
consistente con el papel atribuido a las ubicuitín-proteina ligasas, esto es, la transferencia
de Ub a las proteínas sustrato. Así mismo, la implicación de Doa4p en la intemalización es
consistente con el principal papel atribuido a las ubicutín-hidrolasas, esto es, la
recuperación de Ub libre para su utilización en un nuevo ciclo. De acuerdo con esta
función, era de esperar que la falta de esta ubicuitín-hidrolasa, la más importante en
levadura (94), diera lugar a una considerable disminución del nivel de Ub libre en la célula
y, en consecuencia, a una inhibición de los procesos que dependen de Ub, como es el caso
de la endocitosis de nuestro transportador. Sin embargo, según los autores que aislaron y
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caracterizaron la cepa Adoa4, la cantidad de Ub en estas células mutantes no estaba
sensiblemente disminuida y además, los defectos originados por la ausencia de la enzima
no eran revertidos por la sobreexpresión de Ub (94). Estos resultados parecían descartar
que la inhibición de la endocitosis en estas células fuera debida a la carencia de Ub libre.
Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo muestran: i) que la cantidad de Ub
disponible en el mutante Adoa4 si que está sustancialmente reducida con respecto a la cepa
silvestre y u) que en la cepa mutante, la endocitosis sí que se restablece cuando se
sobreexpresa Ub. Resultados similares se han encontrado para la endocitosis de la uracil
permeasa y de la permeasa general de aminoácidos (33, 122) y por todo ello, concluimos
que la inhibición de la internalización del transportador de maltosa en la cepa Adoa4 es
una consecuencia de la carencia de Ub libre en estas células.
El hecho de que la Ub actúe como señal tanto para la degradación de proteínas
citosólicas en el proteasoma 26S (21) como para la internalización de proteínas de
membrana plasmática que se degradan en la vacuola (51) plantea la pregunta de cómo estos
dos sistemas de degradación reconocen sus respectivos sustratos. Este reconocimiento
selectivo podría venir determinado por diferentes tipos de modificación por Ub. Se sabía
que la señal para la degradación de proteínas citosólicas consistía en la formación de
cadenas de, al menos, 4 moléculas de Ub unidas a través de Lys-48. Además, se había
postulado que la “mono-ubicuitinación” de proteínas de membrana plasmática, definida
como la unión de una molécula de Ub a una o más lisinas de la proteína sustrato, podría ser
la “unidad básica” requerida para su internalización. Este postulado se basaba en el hecho
de que la sobreexpresión en células carentes de Ub libre de una Ub mutada incapaz de
formar cadenas es suficiente para desencadenar la internalización de todas las proteínas
investigadas (33, 127, 122).
También se había demostrado que esta “unidad básica” es suficiente para conseguir la
máxima velocidad de intemalización del receptor del factor-a (127) mientras que no lo es
en el caso de otras proteínas, como la uracil permeasa y el transportador general de
aminoácidos. En este caso, la máxima velocidad de internalización sólo se conseguía si, a
partir de la “unidad básica”, se formaban cadenas de Ub a través de la Lys-63 (33, 122).
Estas diferencias en los requerimientos para la internalización de estas dos proteínas
podían estar relacionadas con la diferencia en su tamaño molecular y en su número de
TMS. Así, se había propuesto que en el caso de proteínas de menor tamaño molecular y
menor número de TMS como el receptor del factor-a (7-TMS y unos 48 kDa), la “mono-
ubicuitinación” sería suficiente para interaccionar con la maquinaria endocítica mientras
que, en el caso de las proteínas de mayor tamaño molecular y mayor número de TMS como
el transportador general de aminoácidos y el de uracilo (12-TMS y unos 70 kDa), la
interacción podría requerir la formación de cadenas de Ub, bien por razones estéricas bien
por la conveniencia de disponer de más sitios de unión (127). Sin embargo, nuestros
resultados descartan esta hipótesis ya que muestran que la máxima velocidad de
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intemalización del transportador de maltosa, otra proteína de gran tamaño y número de
TMS (12-TMS y 68 kDa), no requiere la formación de cadenas de Ub. Este hecho sugiere
que, a diferencia de lo que se había propuesto, la “mono-ubicuitinación” no es una
necesidad específica de la internalización de proteínas de 7-TMS así como tampoco es una
necesidad la formación de cadenas de Ub para la internalización a máxima velocidad de las
proteínas de 12-TMS.
Hay evidencia de que la formación en una determinada proteína de un tipo especifico
de cadena de Ub viene determinada por la ubicutín-proteina conjugasa (enzima E2) y la
ubicutín-proteina ligasa (enzima E3) que intervienen en el proceso (3, 62, 63). Así, se ha
visto que la participación conjunta de las enzimas ubc4p-ubc5p (E2) y Ufd4p (E3) da lugar
a la formación de cadenas de Ub a través de Lys-29 en sustratos de la vía “UFD” (63).
También que la enzima Rad6 (E2) interacciona físicamente con la enzima Ubrí (E3) y el
complejo resultante juega un papel en la formación de cadenas a través de Lys-48 en
sustratos de la vía “N-end rule” (27, 133). En el caso de cadenas a través de la Lys-63, se ha
especulado que su formación sobre proteínas de membrana plasmática podría resultar de la
participación de la enzima Npilp (E3) y de una enzima E2 aún no identificada (33, 122).
Esta hipótesis está basada en la observación de que la internalización del transportador de
uracilo y de la permeasa general de aminoácidos, que son estimuladas por la formación de
cadenas a través de Lys-63, requieren la enzima Npilp (E3) (33, 34, 121, 122). Sin
embargo, el hecho de que como se muestra en este trabajo, la internalización del
transportador de maltosa, que no es estimulada por la formación de cadenas a través de
Lys-63, también requiera esta enzima E3 parece descartar esta posibilidad.
A pesar de los avances realizados en el conocimiento de las señales de degradación
de proteínas de membrana y en el papel que juega la Ub en esta degradación es obvio que
el conocimiento sobre este proceso dista mucho de ser completo. También parece obvio
que la degradación de estas proteínas, es decir su inactivación, es un proceso fundamental
para la adaptación de la levadura a los cambios nutricionales puesto que, en definitiva, es
responsable de la remodelación de la membrana plasmática. Se ha visto que el ayuno de
una fuente de nitrógeno desencadena la inactivación de los transportadores de azúcares
cuando se halla presente la glucosa y se viene asumiendo que esta inactivación, conocida
como “inactivación catabólica” es un mecanismo específico de regulación que favorece el
uso preferencial de glucosa. Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo y otros
resultados, obtenidos tanto en nuestro laboratorio como en otros laboratorios, ponen en tela
de juicio esta suposición. Aparentemente la así llamada “inactivación catabólica” de las
proteínas de membrana plasmática no presenta ningún tipo de especificidad puesto que es
desencadenada y sostenida por azúcares diferentes de la glucosa, en ocasiones con una
eficacia similar a la glucosa (esta tesis). Además, esta inactivación no es específica de los
transportadores de azúcares puesto que, que nosotros sepamos, todas las proteínas de
membrana plasmática ensayadas, como la H+~ATPasa (7), el transportador de K (8) o la
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uracil permeasa (135) e incluso algunos de los propios transportadores de glucosa, como el
Hxt6 y el Hxt7 (14, 71) muestran este tipo de inactivación. Una inespecificidad como ésta
no parece previsible en un mecanismo específico de regulación, razón por la cual nosotros
desestimamos esta posibilidad.
Si la “inactivación catabólica” no es un mecanismo específico de regulación, ¿qué es
entonces?. Se sabe que la inactivación de las proteínas de membrana ocurrida durante el
ayuno de fuente de nitrógeno es debida a su degradación en la vacuola (59, 101, 120, 135).
También se sabe que el ayuno de fuente de nitrógeno es uno de los principales factores que
estimulan el recambio de proteínas (9). Nosotros proponemos que la inactivación de los
transportadores de azúcares, así como la inactivación de otras proteínas de membrana, en
estas condiciones de ayuno es debida a la estimulación del recambio de proteínas que
provoca la ausencia de este nutriente. Una inactivación como ésta permitiría adecuar la
composición proteica de la membrana a la nueva condición nutricional y a la eventual
aparición de nuevos nutrientes. Además, contribuiría a proporcionar los aminoácidos
requeridos para la respuesta al estrés. Una predicción de esta hipótesis es que una
inactivación por glucosa como la descrita no debería tener lugar durante el crecimiento
celular y resultados preliminares de nuestro laboratorio parecen estar de acuerdo con esta
predicción.
Que la inactivación. además del ayuno de fuente de nitrógeno, requiera la presencia
de una fuente de energía fermentable se comprende fácilmente si se tiene en cuenta que
varias etapas de la endocitosis, como la unión de Ub, la formación de endosomas o la
fusión de éstos con la vacuola, requieren energía (12, 82, 86, 98) Sin embargo, no resulta
evidente la razón por la cual la velocidad de inactivación varía en función de la fuente de
energía presente. Pero, tampoco está claro por qué otros procesos celulares que también
requieren energía también varian dependiendo de este factor. Por ejemplo, la velocidad de
crecimiento y la cantidad de masa celular de levadura producida a partir de un sustrato son
dos procesos celulares que cambian con la fuente de energía presente en el medio (37).
Como en el caso de la inactivación, una correlación entre estos dos procesos y/o la
concentración celular de ATP y la producción teórica de ATP en el catabolismo no es
evidente. A pesar de ello, se cree que tanto la velocidad de crecimiento como la cantidad de
masa celular producida a partir de un sustrato dependen de la velocidad y cantidad de ATP
producida en el catabolismo (37). Una dependencia similar puede ser también intuida en el
caso de la inactivación del transportador de maltosa pero, de momento, la demostración de
este hecho no es fácil ya que a pesar de los progresos realizados en el conocimiento sobre el
control y el rendimiento energético de la cadena respiratoria, aún no ha sido posible
establecer con márgenes de seguridad aceptables cual es la producción de ATP en levadura
in vivo (116). Tal vez en un futuro no lejano éste y otros aspectos de la fisiología de la
levadura, como los tratados en este trabajo, puedan ser clarificados.
Conclusiones loo
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CONCLUSIONES
1. La inactivación del transportador de maltosa ocurrida durante el ayuno de fuente
de nitrógeno en presencia de glucosa, conocida en la literatura como “inactivación
catabólica”, es debida a la degradación del transportador. Resultados posteriores, también
obtenidos en nuestro laboratorio, han demostrado que la degradación de esta proteína tiene
lugar en la vacuola tras su internalización por endocitosis.
2. La endocitosis del transportador de maltosa, es decir su “inactivación catabólica”,
requiere dos enzimas de la vía de la Ub: la ubicutin-proteina ligasa Npil/Rsp5 y la
ubicuitin-hidrolasa Npi2/Doa4. Ambas enzimas intervienen en la etapa de internalización
del transportador. La unión de Ub al transportador parece actuar como una señal de
endocitosis.
3. La “mono-ubicuitinación”, definida como la unión de una molécula de Ub a una o
más lisinas del transportador, es suficiente para desencadenar su máxima velocidad de
intemalización.
4. La formación de cadenas de Ub a través de su Lys-63 no es, como se ha postulado,
un requerimiento general de la endocitosis de proteínas de 12-TMS puesto que el
transportador de maltosa, que tiene 12-TMS, no requiere la formación de estas cadenas.
Tampoco la “mono-ubicuitinación” es una característica peculiar de las proteínas de 7-TMS
puesto que el transportador de maltosa, que no tiene 7-TMS, presenta esta modificación.
5. La “inactivación catabólica” del transportador de maltosa no es producida
específicamente por glucosa. Otros azúcares inactivan al transportador con la misma
eficacia que la glucosa. Proponemos que esta inactivación, ocurrida durante el ayuno de
una fuente de nitrógeno, no es un mecanismo específico de regulación sino el resultado de
la estimulación del recambio de proteínas que tiene lugar en esa condición nutricional.
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The maltose transport capacity of fermenting Saccl,aro¿nyces cerevislee rapidly decreases when protein synthesis is impaired. Using polyclonal
antibodies againsí a recombinaní maltose íransporter-protein we measured the cellular contení of Ihe transporter along Ibis inactivation process.
Loss of transporí capaciy ~vasparalleled by a decrease of cross-reacting material which suggests degradation of dic transporter. Wc also show
that in ammonium-starved celis Ihe half-life ofthe maltose transponer is 1.3 h during caíabolisn, of glucose and> 15 h during catabolism of elbanol.
Catabolite inactivation; Maltose transporí; Transpon inactivation; Transport turnover; Saccharontyces cerevisiae
1. INTRODUCTION
Most proteins in Saccharomyces cerevisiac are stable
for long periods of time under difterent metabolic con-
ditions [1—4].Sugar transporters behave differently in
ihis respect, in that a rapid and irreversible inactivation
is observed upon arrest of protein synthesis [4—7].This
inactivation, thai mainly affects the Vmaí, follows first-
order kineiics and is an energy-dependent process stim-
ulated by fermentable substrates [8—10].The character-
isties of ihe inactivation as well as preliminary results
oblained with antibodies against an epitope atiached to
ihe maltose transporter [11] suggest thai this inactiva-
tion might be due to proteolysis. Ibis research attempts
to check this possibility. For this purpose we have pre-
pared polyclonal antibodies against a recombinant mal-
tose iransporter-protein and have measured ihe cellular
content of this transponer along the inactivation proc-
ess.
Two distinct maltose transporters hayo been ideníl-
fied in Saccharoníi’ces ihat are expresscd in maltose
fermenting strains: ono encoded by he Gene 1 of te
MAL loo1 (MAL!! through MAL4I ané MALi])
[12,13]and another one encoded by ihe AGTI gene ti 1].
These two transporters show great sequence similaniív
and are induced by maltose and reprcssed by glucose
[III. Both are prolon symporters atid are similarly 1mw-
tivated upon protein synthesis irnpairment [II]. Acto-
alIy. their only known differcnce concerns íts spccificit~:
~~‘hilcthe MAL transporter only transporis maltose and
turanose. (he AGTI transporter transports isomaltose.
a-metbylgiucosidc. and maltotrioso as wcli as maltose
Worrcsponding author. Fax: (34> tI) 585-4587.
and turanose [11]. In this work two different strains
have been used: a strain that on[y express the MALI
locus and that, therefore, allowed us to investigate ihe
behaviour of a unique MAL transporter, and another
strain ihat might express more ihan one MAL locus.
The results obtained with both strains strongly indicate
that the maltose transport inactivation is due to proteol-
ys’s.
2. EXPERIMENTAL
The following sírains of 5. cerevisiae were used: MALI-1’-D (MA T
a lev! irpí MALJ3-K fnta122 ~nal23]sTRPl) [141, ATCC 42407
(MATa suC MAL GAL), and MALI.lc~D~pRMI.I (strain MALl~1c~
D transformed with plasmid pRMI-I). Plasmid pRMI-I isa multi-
copy píasniid thaI carnes dio MALI locus [14]. CelIs were grown at
30’C in liquid medium coníaining 1% yeast extract/2% pepíond3 ppm
anlimycin A and 2% malcose or glucose as indicated. Ccli growth
monitored by optical absorbance measuremcnt al 640 nm. Inactiva-
lion of ihe níaltose transpon was achieved by suspending exponen-
tialíy Qrowing celis jo a’, ammoniunvfree nicdium as described in [9]
in the presence of 2% glucose or cíbanol an indicated ‘u each case.
Maltose natisponí ‘vas measured as in jIS] and fermentation as in
[16]. A fusion-gene was consíructed containing 658 bp EcoRl-HincII
fragmení ofllíemaLtose 1 ransporter gene and thc laeZ’ gene as presení
in píasniid pEX-3 [17].Thc resulting plasniid. pEXMPO3, was used
te ¡ransform E. eu/i st railí POP2136 (Boehringcr-M annheim Biochira—
ca catalogne. 90/91). Isolation of inclusion bodies was penformed
essenl mliv as described o [18].To purify dic fusion-protein, (he inclu-
Sto’, hodies ,vetc successi~’cly ircaled with 1 oil of 5 M aod 8 M urca
o (1.1 NI Tris-HCI, pl] 8.5. Boíl, balehes were combined aod dialyzed
¡o (líe coid :¡whinst 1 litre of 1.4 M NaCL/27 mM KCI/I 5 mM K¡tPO)
SI mM Nt ¡11>0 pI1 7.4 (PUS). TIic prccipitatcd fusion-protein wasrecovered hy cetílnifuc:¡tion ¡oíd suspended in 2 ml of ¡‘RS. A total of
(1.6 mg prol ciii w¡, s oht ¡tined wi íh a estimalcd puri ty of abou 1 80%.
Aritibodies wcre raised o rahbils by 3 injeetions of approx. 250 pgof
‘he ft,si on—prolci”.
I?xí,acts a íd crutie ¡, íd pu rilied plasina níembrane preparatiflfls
we’c obi¡ti ucd ¡Ls i ti [191 XVI, en i íd ca lcd ¡lic cxl racís wcre obí ained
u lIte I~rcsdwc ol he lollowiiig prolcinases inhibitors: 5 mM EDTA.
165J’,d’lixlu’d itt ELoíh S~i<,c.ú I’,¿/’Iix/,cr,~ 12. 1
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F¡,hlc 1
Iratísporí ¡itíd lermetí lation rifle by (líe used strains
Síralmí Ir¡tnsporl
(,ííníol g proleilí’ . h5
Fcrrneriíation
(mniol g protcin’ Itt)
Mallose Maltose Isomaltose e-Melhylglucoside
ATCC 42407
MALI-h-D-pRMI-l
2.6
2.7
10.1
15.0
<0.5
<0.5
<0.5
<0.5
Cdl, were grown with 2% maitose, harvcsícd during logarillímie growth, washcd with water and suspended in Iresh nied¡um containing 2% of (he
indicated sugars in thc presencc of 3 ppní antimicyíi A. Transporí and fermentadon wcrc measured as iuídicated in seclion 2.
1 mM PMSF, 1 mM beazamidine, 1 mM o-phenaníhroline, 1 mM
odoacetate, IOpg icupeptin, 20pgchymostatin, aud 3pg aprotinin.Proteiris were separaled by elcarophoresis in 10% 5D5-poiy-
acrylamide and transferred to nitrocellulose BA-85 by semidry bloL
ting using 25 mM Tris, 0.19 M glycinc atíd 20% methanol as bufYer
[20]. Lmmunodetccsion was achieved using a 1/1000 dilution of the
toimune sera and alicaline phosphataso [21].The celluiar contení of the
mailose transponer was measured by immunobloaing increasing
amounts (5—20 pg protein) of crude extracís oblained al different
inlervais afíer the start of tSe inactivation. In ah cases represenlalion
of (he iníensiíy of (he transponer bands plolted versus the total pro-
1cm was a slraight une (see below) whoso siope was taken as propor-
tional lo (he amouní of íransportcr. lntensity of Ihe bands was quan-
tifled by scanning densitoníetry wiíh a SilverSean connected <o a
Macintosh IlCi using tSe NII-1 image 1.42 software. Peak anca was
quantified itt pixeis aftcr equalizing tSe acquired image.
Protein was determined after precipitation with tnichloroaceíic acid
using the melhod of Lowry cl al. [221.
3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Suirabi/iry of Ihe used simm lo estimare Me ce//u/nr
conten! of a un¡que ma/tose transponer
The polyclonal antibodies raised againsí Ihe maltose
transponer fusion-protein (see section 2) will cross-
react with <he five maltose transporters (product of the
Gene 1 of <he five MAL Ioci) and, probably, with <he
RDa
116
91.4—
66
1 2 3 4 5 6 7 8
45
Fu!. 1 . ¡ iittt It tiodel ecl ¡otí of u he mallose í ransporler 1 u crude cxl racís
11 etii lira nc ptep¡i r¡ttion s. 5(ra ti s ATCC 4241>7 <1 anes 1 .2) íd
Nl A1,1- 1<—O-pR Ni 1—1 (la uds 3—8) werc growéi on giucose (l¡,nes
(ir ¡íí:,ilosc (iattes .4.6,8). Aíiqítols¡ conl¡ti¡iing 12 mg prolcití
of crude cxl r¡uct s (1:t ‘íes 1—4), crude me ti bra ‘‘e p repa ral, oría (¡u íes
=6),(ir pi¡tstíía tíie,tíbra tic prepartil ion, (¡anca 7.8) wcrc an¡t 1 yzed
ttsitig llie muítttie scta.
isomaliose (AGT¡) transporter with which <he former
show a great sequence similarity [II]. Therefore, <o
measure the cellular content of a unique maltose (MAL)
transporter, a strain that only expresses one MAL locus
and that does not express AGTI is required. To meet
this requirement we used a mutant (MAL1~lC~D) defee-
tive in al] maltose transporters [14]. As expected, <his
mutant was unable <o grow on maltose as wcll as <o
transport and <o ferment <his sugar (resulta not shown).
Ibis mutant was transformed with a multicopy plasmid
<bat carnes <he MALÍ locus [14]. Ihe resulting strain
(MAL 1~lc~D~pRM 1-1) grew, transported, and fer-
mented maliose at a similar rate as a wild type s<rain
(ATCC 42407) (Table 1). Both the trausformed strain,
thai only expresses one MAL transporter, as well as <he
wild <ype s<rain, that migh< express more <han one MAL
transporter, were unable <o ferment two specific sub-
atrates of <he isomaliose <ransporter, isomahose and
a-me<bylglueoside (Table 1) [11]. These resulta indicate
<bat the AGIL gene is no< expressed in <hese atraina.
3.2. Suirability of ihe anribodies ro estimare ilie ce//u/am
conten! of Me ma/tose transponer
When extracta of maltose grown celia were subjected
<o SDS-gel electrophoresis and probed wi<h <be immune
sera raised against ibe MAL transporter-laeZ’ fusion
protein <bree banda of about 67, 62, and 57 kDa were
detected whose intensi<y increased as tbe samole was
enriched in ihe plasma membrane fraction (Hg. 1).
Thcse banda were not detecled with <be preimmune sera
and appeared only in extracta of maltose grown celIa
(Hg. 2). These resulta show that the antibodica recog-
nize a set of plasma membrane proteina, inducible by
maltose, with a molecular size close to <he 68.2 kDa
predicted 1w the sequence of <he maltose transporten
gene [13,23]. Thercfore we coneluded that thcae banda
correspond lo <he maltose Iranaporter. Ihe observed
molecular suc hetcrogeneity probably refiecta post-
lranslatioual modificationa. i.é glycoaylation [24]. How-
ever. <he possibility dial <he two banda of lower molec-
ular size are pno<eolytic producta of <he transporten can-
noí be exciuded even <hough these banda appea red =íIao
utí samplea obtaincd in <he presence of a cocktail of
p retel íuíae i ah ibi tena. Aéé it lenal btunda thai appca red
166
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kDa
11~
97.4
66 —
1234 5678910 kDa
116
97.4
66
— 4545 —
Fig. 2. Detectiorí of dic maltose Iransporter with (he preimmune atid
thc imoinne sera. Síraina ATCC 42407 (hanes 1—4) arid MALI~~Ic.D~
pRMI—1 (janes 5—lo) were growti on glucose (¡aries 1,3,5,7,9), or
mallose(Iane 2.4,6,8,10). Aliquots of crude exíractscontaitíing lSpg
protein were atialyzed using (lic secondary antibody (lanes 5,6), <he
secondary antibody plus (he preloimune sena (lanes 1.2,7,8), or the
secondary antibody plus loimune sera (Janes 3,4,9,10).
Thc rcsults pncscn(ed luí (lila ~vonkalíouigly indicate
tha< <he catabeli<c inactivatiou of <he nial<ose <nana-
por<er is due to protcolysis. ¡~ la wcII known <ha< prole-
olysis ja aÑo involved in catabolite inac<ivation of a
number of cytoplasmic protelus [25], j.c. rnala<e dchy-
drogenase [26], aminopep<idaae l [27]. fruc<osc- 1,6-bis-
phoaphatase [28],and phosphoenolpyruva<e carboxyki-
naae [29]. Theac fac<s suggest <lta< proteolysis is a gen-
eral mechanism of ca<aboli<e inactiva<ion of both cy<o-
plasmie and plasma membrane proteina. Degrada<¡on
of mos< plasma membrane pro<eins occura by endoey<o-
sis [30]. However, some of <bese proteina migh< be also
degnaded in <he ubiquitine pa<bway. This la indicated by
<he fac< tha<, in mammalian celis, a number of plasma
membrane pro<eina are apecifically conjuga<ed with
A
1 2345678
in tbe iminunoblota were no< related wi<h <he trana-
porter since <bey were presení in samples of non-in-
duced celia and were recognized by <he preimmune sera
as well as by thc secondary antibody (Fig. 2). Increasing
amounta of crude extrac<s from maltose grown celia
resulted in a proportional increase in <he intensi<y of <he
<hree banda of <he tranapor<er in <he immunoblo< (Fig.
3). This resulí (see sec<ion 2) aa well as <bose reported
aboye ahov’ <bat <he antibodies are aui<able for <he eati-
mation of <he cellular con<ent of <he maltose <rana-
porter.
3.3. Inactivalion is accompanied by a decrease in ¡he
ce//ular content of Me ¡ransporter
Maltose <ranapor<er ja irreversibly inactivated in fer-
menting ycast when jis syntbeais is impaired [4,8]. We
have measured <he celiular content of ibis transponter
during <be inactivation procesa using <he atrain tba<
only exprcas <be MALI locus. To <bis end increasing
amounts of crude ex<racisof non-inactiva<ed celia (lanea
1—4, Fig. 3A) and of4 b-inac<ivaled celia (lanes 5-8, Fig.
3A) were analyzed. Ibe resulta sbowed <ha< <he contení
of<bc transponer, measured by <be siope of<he stnaight
une ob<ained piotting <be in<ensity of <be bands venst’s
the protein contcnt (see sec<ion 2). decreased by > 90%
duning 4 h unden <he inac<ivaiing condi<ions (Fig. 313).
However, during ibis peniod no substan<ial diffenenees
were obaerved in <be case ola protein unnelated with tIte
mal<ose tranapor<er (Hg. 313, infernal control). A dc-
lailed sludy sbowed <bat <he deenease of <be transporten
con<enl followed first—order kinetics aud run luí pu rallel
to <be tnanspon< inactivation (Fig. 4). From data ahewn
ir’ Fig. 4 lí could be caleulated thai <he hall-lib el ihis
transporten un anírnotíitrm sta rved celia la abmtl 1.3 h
during eatabolism of gí ucose ¡md > 15 Ii duning caía—
bolisní of ciharuol. Similar resulta svere found ítaialg ilie
atrain <bat mighl expresa more Ihan ene MAL locita
(resulta not ahown).
Maltose
transporte
Interna!
control
B
3o,
1;,
c
coco
.0
a
o,
-t
bco
cC
o-.--
a
2
o
5 10 15 20
~tgprotein
Hg. 3. Decre¡tse in ihie eellul¡ur coníent of Ihe maltose Iransponter
duaitic the itt:tetivalioti proccss. (A) MALI —l<-pRM 1—1 celís exponen-
tiallv growttio on maliose wo’o lí¡,rvested, washod atíd suspended ¡u
3—1i’iies u Ite ¡u ¡Ial vol u ‘tic of (Iie ¡t’íí moni u ni—free mcd itt” ji, 1 he p res—
ence of 2% elucoso ¡,tíd 3 ppaíí an(tmyc¡n A. Crudo exínactí wcrc
obl¡titíed in,tned¡ately (lunes ¡-4) er alíen 4 lí neubaliotí al 30’C (I¡uncs
5 8). Sutííples conla¡n¡ng 5 ¡sg proteiuí (Uno 1.5). It) ¡sg (lunes 2.6), 15
¡sg (lunes 3.7).¡tud 2(1 ¡sg llanca 4.8) worc an¡tlyxcd using tite ¡mm une
seta, (It) it tensO y of lío (• 1. (e) twa 1 íosc mr¡’ tísporter Uí uds aaid ofilíe
títeru¡tl cotít rol pruíleití batid <A. (A) were ííeasured. D¡Lrk symboís
co rucspoaíd t o títe cxit-aet obu a¡ rietI ni nicd¡¡tící y att d opetí sytíi bu la lo
alíc—exír¡’ct olitu¡tícd alíen 4 It íd it,ouh¡túon ¡ti ube i¡,acuiv¡tt¡aíg eondi
ttotts.
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Fig. 4. Effect of dic inactívatingcondiíions on the content and activity of tlíenialtose transponer. MALI—4’.pRMI—l colís were harvestedduring
exponential growth on maltose, washcd and suspended itt 3-times tlíe initial volume of tlíe media specifled below. Afwr incubation al 30’C fon
the indícated times, celís were harveste4 washed and assayed fon (A) maltose transporten content ant! (E) maltose transport ac¡ivity using crude
extracts. Trarisfen media: ammonium-free medium containing 2% glucose (u) or 2% ethanol (a).
ubiqui<ine [311. 1< would be inieres<ing <o establish
which one of <bese <wo pathwaya ja involved ir’ caí-
abo]i<e inac<iva<ion of the maltose transporten.
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Catabolite inactivation of the yeast maltose transporter requires
ubiquitin-ligase npil/rsp5 and ubiquitin-hydrolase npi2/doa4
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Abstrac<
The maltose transporten itt Soccharomnyces cere’ísioe is degraded in Ihe vacuole alter internalization by endocytosis when
protein synthesis is impained and a fennentable substra<e is presení. Ihe possíble implication of the ubiquitin pathway itt Ihis
tnactiva<íon, known as ca¡abolíte inactivation, has been investigated. Using mutanís deftcient in npíl/rsp5 ubiquitin-protein
ligase and npi2/doa4 ubiquitin-pnoteín hydrolase, Wc have shown that <hese íwo enzyrnes are nequired fon normal endocytosís
and degradation of the Iransporter. These facts indicate thaI the ubiquitín pathway is involved itt catabolite inactívation of the
maltose transporten. The nesulís also revealed that bolh enzymes aet ja the internalization step of endocytosis.
Keytrords: Catabolite inactivation: Endocytosis; Maicose transporten; ProteoIysis: Ubiquitin patlíway¡ Saccltarontj’ces eere’isiae
1. Introduction
The maltose transponer is inactivated ir’ yeast
when pnoteiti aynthesis is impained arud a fermentable
carbón sounce ¡a prcsent [1]. This in¡íctivation.
known as tatabolíte inaeíivation, la due lo a proteol-
yais of the transporten [2]~vhichdoca aot reqttire the
proteasome fuaction ¡tnd ~vhichoccttrs in the vacuole
after internalization by endocytosis [3]. Tho expcni—
inenta nepoited hene allempí lo establish if the ubiq—
uílin path way la implic¡uted itt <he vacuolan degrado—
ion of Iii ia jlasma membtano protel n. For alaun
ye¡t rs (he mosí (boroughly characterizod lttr’c(ion of
proueia uhiqiiitination h¡ts boca asa signití Ion dog—
* Cortospotíditíg ¡tutít,tr. ¡cl.: +34(l) 585 4614:
fax: +34 II) 5854587.
radation of cytoaolic pnoteins itt <he proteasome (fon
revíew seo [4]). Howeven, recent findings strongly itt-
dicate thaI ubiquitiaation may also actas a signal fon
tnlennalizatioa by endocytosis arud subsequent degna-
dalion of plasma membrane proleina luí <he vacuole
[5—9].
The ubiquitiui pathway consista of two dislinct
stops, marking of ¡he protela by altachment of ubiq-
uitin and degt-¡tdation of thc tagged prolein with re-
c~cling of fice ubiquitin. la <he Iinst atep differcnt
‘noups of enzymea are involved : ubiquitin—activating
onzymes (El>. ~vlíoh aet jvate ubiqui titi by formiag a
iii¡ol—ester i a tormed ate wiíh ihe C—termínus of ubiq—
<tít iii, ¡md ubiq tt 1 U n—conjt’gati ng enzyrnea (E2). which
tr¡tnafen ¡uctivulod íhiquitia from El lo the tanstel
¡tiotoití botttt(l (o a uhir1uitin—proloia Iig;tse ( E3). luí
tlío soooiid stc1t reo (il)íquitirt is rele¡tsed iii thc ter—
ELSEVIER
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tninal suages oF proteití dogt-adalíoií by lito action el
ubiq tui ti n —prolcí ti hyd rolases (E4>[4]. Te ost=íblislí
(he u biqu i ti n pathway is invol ve(l ití cndocytosis a nd
degnadation of tite maltose transponer Wc usa] E3
[6] au,íd E4 [lO] dof,cícn1 fi Luía tít straias. luí 1 bose
strai¡ís we inívestígalod tite inleruíalizatjon síop of en-
docytosia by measuníng maltose transporí xvítit ‘¡u-
dioaelive sugar arid degradatiotí of lite tranapotíer
with polyclonal antibodies. Tlíe resulta obtained
atnongly indicate thaI tite ubiquitin pathway is ni-
volved itt catabolite inactivatiotí of the yeast mallose
transporten.
2. Materjals and mnetlíods
20 jsg proteití were resolved hy 10% SI)S-PAG,l? ¡tnd
1 lío mal tose iranaportor w¡’s vtstía 1 izod nsj ng ECL
cheníiluminesconcc deteetion. Atiíísorum agaínau
rnalloae transporten dilutod 1/3000 in blockítíg bulfer
aníd goat anti—rabbit perexidase conjugate diluted 11
1<) 000 were usod as pniníary and socon(larv a ntibod-
les respectivoly. Protcin waa delermined aCtor preeip-
ilation witit tnicitloroacetio ¡teid uaítíg (he motitod of
Lowry cl al. [12].
3. Results
3. 1 Inaclivarion of dic lIla/tOse Iransporlei- i,¡ no
ubiquitln—proíein ligase deficie;t¡ ntulcínl
D-(U-’
4C)Maltose and ECL cheníilurnineacence re-
agenta were from Amersham IníernaiÁonal (Amen-
sham, UK). Goat antibodies anti-rabbií peroxidase
conjugate was from Biosounce International (Cama-
tillo, CA).
The following atraina were used: 23346c (MA Tú
NP)’] ura3), 27038a (MATa npi] urcA) [6],
MI-1Y50] (MATa DOA4 his3-A200 ]eu2-3.l 12
ura3-52 lys2-801 trpl-]), MHY623 (MATo. doa4::
LEU2 his3-A.200 /eu2-3 ura3-52 /ys2-901 Isp]-]) [lo].
Titese atraina were transfonmed with the mulíicopy
plasmíd pRMI-i, ~vhich carnes the MALI locus [11],
The Inanafonmed celIa, which grew and mnanaported
maliose al normal ratea, were grown at 300G in a
notatory shaker (200 npm) ir’ a YNB níininíal me-
diutít wi<h 2% maltose arud la <he presence of 3
ppm antimycin A. Celí growth was monitored by
níeasuning optical densitios al 640 ntíí. To start ja-
activalion, celia wene itarveated during exponential
growllí (aboní 0.7 mg dry weigitl per mí). xvashed
a tíd suspended ití t Iiree volumes of att ammoniutn —
free mediuní as descnibed previousIy [3] in llie pres-
once of 2% glucoso aníd 250 pg of totraeveline oílor-
lívúrate por ni 1 te a void bacteria 1 cotí la iii Mt ion,
Tite susperísion ‘vas incubated al 300C in a totatory
ah¡í ker (200 rpm). 1 vertía lizat ion by ondecxi tisis of
tite maltoso tratíaporter was followed 1w níeasturing
u líe decre¡tso 1 u 1 be r¡tte of maIleso t ra tíspert - Mal—
tose t ransponl waa deterní nod usa ng r¡ud í o¡tcl ve mal—
tese a s cleseribed líreviou sly [3]. Dogiad¡t 1 ictí of 1 lío
lr¡ttís¡íorler Was Ielíewod xvitit p~lyclenal ¡untihed íes
usitie crudo cellt,l¡tr exíracus [2]. Satííplcs cetít¡uiuitíg
Two ubiquitin-protein ligases (E3 enzymes) líave
so fan been identified in yeaat celIa. One la Ubrlp,
which acta lhrougit Ihe N-end rule pathway [3]. Ihe
otber is Npiip/Rsp5p whieh is similar mo human E6-
AP [6]. Te investigate if signalir’g whh ubiquitin la
involved in endocytosis and degnadation of the mal-
lose transporten we used a mutant atrain deficient luí
tIte Npil/Rsp5 ubiqttiíití-protein ligase. Ihis enzyme
lías been shown to be ¡¡ííplícated in endocyíosia and
degradation lii the vacuole of two plasma membrane
proteina, the general amino acid pentííease [6] ant!
unacíl permease [8]. A single and esaential gene,
gene NPII/RSP5, cedes fon Npílp/Rap5p S. cesen!-
sine aníd we used a viable npilh-spi atrain whích
alíows rcdt,ced expneaaion of NPI]/RSPS [6]. We
feuníd that ínlernalízaíion of lite tranaporter. níonu-
tened by meaauring Ihe decrease in lranaport activity.
waa substantial¡y reduced in tite mutant comparod
wílit tite isogenie wild-type atrain (Fha, lA). WhiIe
in wild-type celia llie calculated haif-Iífe \va5 abeul
0.5 Ii. dic value \vas about LS it Iní npilhsp5 mutaní
celia. A sííííilar diffene,íce betwoon tite iii tttatít ant!
tite xviid-type alraiíí becante apparent wlíeu dogíada-
lietí was followed wíth antibodies (Fig. IB). Also ja
tlí ja caso degr&td¡ttion ‘vas a ubstan la 11v red uced iti
lío ni tita iii cotíípa red xvi (it tite wi id—(ype altai ti,
____ mccli ir/twa of 1/ir oía//oso IrcInspíII! oc ¡o ci>
ulsupín ¡;> ;;y>Ñ’iíí loy/solaso cío ¡¡cío, ir o ivíaní
Olíerttioí of ilie ubic
1uitití p¡utliway requitos rocy—
cutio el ttlíiqtuiuiti. Ibis funcliotí ¡a c;,rriod <ntt hy
P tt¿nty’. It Lnt’t,ttírt 1 lEUS MÑ,ítlh’lsnzr /cl&tN 147 (¡997> 273 277 275
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F¡g . In¡tcíit-¡ttic,tí of ulíe tíí¡tltose ttatisporter in an iitiit~tt~tiu—
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tt¡t¡íspont ¡Lctiv¡tv lA. I)¡,ta ¡‘‘e tííc¡t,í ~‘¡tlucsof two cxpctiuíctits.
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deubiq ttilina ti tíg erízytííea, a íd cli tu itiation of t it is
c¡ízyme from tite celia nesults in a strong initibition
of proteoiysis of al! teMed ubiquitin-dependeíut sub-
sírates [lo]. Using a disruption mutaní of tite NPI2/
DOA4 gene [lO]we found litat internaiization (Hg.
2A) as well as degradation of lite mal(ose transporten
(Fig. 213) iii <be npi2/dor¿4 mutant atrain were sub-
stantialiy reduced compared witit tite wild-type ¡so-
gene atrain. From data of Fig. 2A a half-iife value of
about 6 it couid be caiculated in mutant celIa, witere-
as tite calculated value was about 0.8 it in wild-type
celís.
4. Discussio,í
Tite nesults 5110w <bat two enzymes, at least, of tite
ubiquitin pathway, Npi l/Rsp5 ubiquitin-protein li-
gase and Npi2/Doa4 ubiquitin-pnotein itydrolase,
are required fon normal catabolite inactivation of
tite yeast maltose transporter. Titese facta suggest
that ubiquitin is implicaled itt proleolvais of titis
transporten. Tite resulta also sitow that titese two
enzyníes act in att early síage of <bis proteolysis,
íe. m <be internalization of <he transporten. Titis
conclusion coníes from tite obsenvation tlíat tbe nial-
tose transporter remaina active in tite plastíía mení-
brane, being internalized al a low rate, whetí aclivity
of any of <bese two enzymes decreased. Tite observed
diffenencea in lite effect of <bese two enzvmes coitíd
be nelated witlí diffenences ir’ titeir ceilulair expres-
sion. A reduced expression of tite ubiquiuiu-ligase
takes place iii <líe npi/ níutant celIa [6] xvliereas tío
expression at aH lakes place itt tite case of tite ubiq-
uílin—bydroiase [¡0]. Tite resulta are ¡u asareeníet,t
witit tite postulated role of ubiquitin-pnotein ligases
faciiitatiíí¿ tranafer of activated ubiquitin to prolein
subatrates [4,6.8]. [ti addilion, lite resulta st’ggest a
tole of lite Npi2/Doa4 ubiquitin-itvdrolase iu vactto-
lar ¡iroteolysis not previoualy reponed - U biqttitin—líy-
dro ataca, iii getiera 1. a re 1 nvolvcd itt neeycliu e of U-co
ubiq uit ití. 1 u add it ion, d iatirtel u biq tti ti ti —lívd rolases
seetíí lo serve d llIeretí1 futicí lolis a t di lfrreuí 1 ala ces
of proboolysis : (1) cleavitig of (t bit] tttl i ti i ti ea lv
stagoa, d u riííg íi roceaaing of íob u líiqu it ii—cita ti pro—
clirsora: (u) eleavitig of tíbiqttiuití frotíí lírotein cotí—
<igantos ti tlic tiíidd le síagos of íiroíeolysis. te reverso
ilio iiíodilao¡thioíi ol itiaíirit-tííitiatclv l¡trgetcd pro—
teitís; (iii) oleaving of ubiquit¡uí it lite l¡íto alaces.
duriííg protoolysia of probein Cotlj itgaes by (líe 2tíS
proteasonie [lO]. luí lite case of Npi2/Doa4 itydro-
ase, [líe contribution (o recycl¡ng of mee ubiquitin
seema natlíer Iow [lO] wlíereas titis enzyme seerna <o
play att imponíant role itt late atages of pro<eolysis by
tite proteasome, itt disasaeníbling multiubiquiíin
chaina on protein fragmens still itound lo llie 26S
proteasome [lO]. Our resulta indicate litat, itt addi-
<ion, Npi2p/Doa4p also playa att iíTíportant role itt
vacuolar proteolysis of llie maltose tranaponíer
although, itt <itis case, ita function occuna at an earlv
síage, la internalization of tite protein. A posaible
funetion of Npi2/Doa4 itt degradation of litis protein
ir’ lite vacuole ¡a cleaving of ubiquitin during pnoc-
easing of tite polyubiquititt citain precursora. Titis
proceasing occuna in canly atages of proteolysia, be-
fore signaling tite <argel pnoteina wi<h ubiquííín.
Titerefore a deficiení proceaaing of lite pnecunsors
eould affecl signaling for intennalizaíion nol only of
rite maltose transporten but also of otiten plasma
membrane proteina. Tbis possibility is aupponted bx-
tite observalion titat Npi2p/Doa4p is also nequined
fon intennalization of tite general amino acid perme-
ase [4], another plasma membrane protein witich is
degraded in tite vacuole [6].
Tite resulta presented ir’ <lis work support <be
etnerging view [5—9]litat ubiquitin binding can funo-
tion not oniy as a signal for proleolvsis by tite pro-
teasome, as accepted fon many yeara. but also as a
signal that tniggers endocyíosis of plasnía membratie
proteina for degradation ir’ <he vacuole.
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Monoubiquitination Is Sufficient To Signal Internalization of the
Maltose Transporter in Saccharomyces cerevisiae
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Monauhiquitinatíen of Ibe 12-transmetnhrat¡e segment (12-TMS) yeast maltose transpofler prometed the
tnaximal intet-ualization tate ofthis protein. This ¡nodification ¡a similar te that ofthe7-TMS a-factor receptor
¡mt different from that of (he I2-TMS uracil aud general amino acM penneases. Th¡s result shows that binding
of ubiquitin-LysG3 chaina la not required for maximal internalization of afl 12-TMS-containing proteina.
Binding of ubiquitin (Ub) acís as a signal for at least íwo
different proceasea in Saccharon-ryces cerevisiae: fon ihe degra-
dation of cyiosolic proleina by tite proteasome (3) and for <he
iniennalization, for aubaequení degnada<ion, of plasma mcm-
brane proleina ir’ tite vacuole (8). Ub binda <hsough lis C
terminus ío alyaine residee fornidwithin targel proteina by ihe
aedon of a cascade of enzymes: Ub-aciivating enzymes (El),
Ub-conjugaiing enzymes (E), ant! Ub-proiein ligase enzymes
(E3) (10). Since Ub itself containa seven lysine residues withln
jis sequence, multi-Ub chaina bound <o proteiruscan be formed
by linking tite C terminus of one Ub to a Iysine wiihin anoiher
Ub. It itas been proposed thaI tite differences between <he Ub
chains bound to cytosolic ami plasma membrane proteina
could serve fon recognition by titeir respective degradation
systems (7, 22, 23).
In yeast celIa, Ub chaina Iinked ihrougb Lys29, -48, ant! -63
are present in vivo (1,6.11,21), ant! it iswell established ihat
Ub-Lya48 chaina are responaible fon lite recognhtionof cytoso-
lic proteina by Ihe proteasome (6). Ir’ tite case of p[asma
membrane pnoteins, it itas been ahown thaI Ub-Lys63 chaina
play a role in ihe innennalization of tite uracil (7) ant! of <he
general amino acid permeases (22), two 12-trartamembrane
aegment (12-TMS) proteína. However, monoubiquititíation 15
suificiení fon iníernalization of tite a-factor receplor (23), a
7-TMS pnoteín. It has been postulated litat tite different ubiq-
ultination requirements fon ín(emalizatiOtt of <tese t’wo iypes
of plasma membrane proteina miglíl be relaled <o tite differ-
ences ir’ <hein síze ant! tite TMS number (23).
To íest Ibis itypotlíesis, “‘e ha”e examíned lite type of ubiq-
ujtjr’alion required fon intertíalintlion of anotiter 12-TMS pro-
1cm, tite níaltoso tratisporter. Títis Iransponter is jnternalized
ant! degraded ir’ lito ‘acuole t!itning ííitnogen síarvatiotí wlten a
fermentable carbon seurce ¡a ¡inosení (12, 14. 18). Tluis process
requines Ihe binding of Ulí ant! tite aclion of botlt Ub ligase
Npil/Rsp5 ant! Ub-preíeiu tí~’díelase Doa4/Npi2 (13, 15). Freo
Uit ¡a presetíl al iow levela in celIa lacking Doa4p (16). Fon Ihis
reatsO ti, ir’! en¡ial ¡za 1 ¡e ti of pías ‘ii¡t mcíiibra nc prolol lis ja 5<11,—
síaníial!’,’ nedueed o árloo4 m<ílattl celIa (7. 13, 15, 22, 23).
l3ased en fío faicí InI (It a ¡ilio nelylio can líe con,1ilctnciítcd
wil Ii nr’ evcrprodtiotietí el Utí (7. 22. 23), ‘ve ¡ ovos) igatíed tite
cifeel of ove rex1treasi ng tít<it ¡tít Uha can¡yi ng Lya—Arg muí a—
Corícsj,ondittg ¡~t,ti,,ít - NlÁtitt0 ídducss: lttaijtttt;í dc Itt~-cslig:íc’io—
oes lljo,ííédicas ~AIl,crio S¿íta, (?SIC-t1AM. Att<¡ ro I).tííe ¡et 4. 28<129
M nclnit!. Spa ¡ti - 1‘líotic: 34—’) i -5854 <,14. Fax: 34—91 —5054587’ FÁt’
Rl .eutt,«otiiI,.¡‘att, ca.
ibas, which prevení ihe formation of variona kinds of Ub
chaina in Adoa4 celis.
Ihe followittg atraitís ant! plasmids were used: MHYSOI
(MATa DQA4 his3-A200 leu2-3, 112 ura3-S2 lys
2-8O1 bpl.l)
ant! ita iaoger’ic doa4::LEU2 derivative, MHY623 (16);
RI-1268-1C (MATa end4 ura3 leu2 his4 barl -1) (17); pRMl-1, a
nul<icopy plasmid, wlíich canica tite MALI loan (19); YEp96,
whicit coníaina a ayniheiic yeasí lib gene under the canisol of
<he copper-inducible CUPI promoier (5); plasmida derived
from YEp96 thai encade mutant Uba, in which distincí lyainea
(Lys29 [pUbK29R] [5], Lys48 [pUbK4SR] [9], and Lys63
[pUbK63R] [5]), ah ihnee Iyaines (Lys29, -48, and -63
[pUbRRR] [5]), and alí seven [ysinea (Lys6, -11, -27, -29, -33,
-48, ant! -63 [plib-no-Lys] [23]) have been replaced by argi-
nine; ant! pLP2, also denived from YEp96, encoding a c-myc
epitope atiacited to <he amino terminus of lib (9).
‘Yeasí celIa were grown tn Y3~Whiiiiimal medium with2%
maltose as previously descríbed (13). Growth was followed by’
measuning tite optical density at 640 nm. To trigger endocyto-
sta, calla were harvesied during early exponential growtlí
(abeul 0.5 mg [t!ryweighl] per mí), waahed, ant! suspended ir’
ar’ ammonium-free medium containing 2% glucose as previ-
oualydeacnibed (18). Ent!ocytoaia of <he transporten was deten-
<níned an t!íffereuít times of incubation by monitoriníg iwo siepa.
internalizatior’ ant! degradatior’. Intemalization was deter-
mmcd by followiríg tite deacase itt tite nate of txanapofl activity
~vihhradioaclive maltose(18), ant!degradation wasdeterníinet!
by imr’tunoblotting celluiar extracta with arttilransporier poN-
clonal antibodies (18). Fon anti-Ub immunoblot analysia, sam-
píes wore auapent!ed luí Laemr’,lj buifer, heiled fon 5 mm, and
resolved by uaing sodiuní dodecyl sulfale-15% polyac¡ylamide
gela ¡ti a Tricine syslení (20)befone tranafer lo an Immobilon-F
níembrane.
O~’et-vxpression of lib partinlly restored eíídocytosia of the
tttallose (ra¡íslaorter la l)oa4p-deficient celIa. Overexpressioíí
of UIt ‘vas achioved ½lransforming wjlit a mttiticopy plasmid
beanjtíg <he Ulí getie utíder <líe control of tite inducible CUPI
prometer (5) antl growing dic colla in lite presenee of 0.1 mM
CuSO
4. Wc feutid tlt¡tt overexprossion¡ of Uit had no cifecí or.
¡lío j atOr tal! ¡‘/al ¡oíl (
mg. 1 A) or tite degradal ion of tite níaitoso
1 r¡ttiapentcn jit wild—typc colla (Fig. lE) Howevcn, as prcviousl’
re perlod (15). j ti Arlor,4 niutatíl celia overexpression of UI
sul,al¡¡íit ¡tlly j icroataed <lic rato of ¡aol it proceasea (Hg. 1 C nne
1)). Cotílrol expenítítoitís porfonníed in parailel (R
8. 2) den,’
ooslr¡tled ovcrpíot!uct ion of Uit j’, wiid—typc aníd ni utant ccl-
¡is woIl ita tite ¡ívailaluilily of free UIt itt <líe celís duning tIte 5 1
of tite ctídoeyiosis oxporiínonta (Hg. 1). ‘lite inability of UL
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FíO. 1. Overexpression of wild-(ype lib ant! of lib tí,u<antswitb mutaliona ‘u
<fíe iysir’e nesidues pantially resioned ent!ocytosis of che maltose (ransponter ir’
Doa4p-deficien< celís. MHYSOI (wiId type) (A ant! U) ant! MHY623 (Ailoc4)
celIa (C ant! O) tratísformed with <líe plasmid pRMI-1 cancying (líe MALI incus
(e) or <ransforíí,et! with both pRMi-1 ant! YEp96 canty’utg <he wiid-type lib
gene (O) onwith plibKl9R (X), plibK4SR (A), pUbK63R (‘7). pUbRRR (E).
Qn plib-no-Lys (-O) wene hanvested dunir’g early exponential growtb, wasbed, ant!
suspended ir’ clic endocysosis medium. Alten incubatior’ a< 30”C fon <he indicated
times, Ihe celta were hanested asid níaltose transpon acíivity was detenanined (A
ant! e). Data are mean values of two expeniníents. Thc resulis of dic <wo
e>.’penimetíts difered by leas (han 10%. TIte mallose transporten itas detecced by
immunoblo<ting aliquota containing 30 ~g of protein ofcellulanextraetsob<ained
al (he indicated times (U asid O).
overexpreasion lo complelely reslore endocytoais is explained
by tite multiple abnormalities obsenved ¡n Doa4p-defieienl
celís which are nol nelaled lo tite lack of free lib (16)
Overexpression of mutatit Uba with mulaliona ¡ti Lys29, -48,
and -63 restored endoeytosis jo floa4p-defic¡eaít celIa. To de-
termine if any of tite titree lii, chaina detected jo vivo (1,6, 11,
21) is invoived ir’ endoq’tosis of lite lransporter, tite celIa were
tranaformed witit plasmida encodir’g lib mulatí<s carrying
Lys—*Arg mulationa ¡ti Lys29, -48, ant! -63. Overpnoduction of
títese lib mutants neMoned mailose tranísponler ¡nternaiíza(¡on
(Fig. 1C) ant! degradalion (dala nol slíown) ir’ Adoa4 mutan>
celia as effiícienlly as overproduclion of wild-lype lib (Fig. 1C
¡títd O). No auclí effect was observed ir’ DOA4 wiId-type celIa
(Fig. lA). Titese resultaauggest thai lib citajns li,íket! titronglí
Lys29, -48, ant! -63are tíot involved itt lite internaiizatjon of lite
títaltose transporten. Titis conclusjon is supporíod by llie fact
íhaí joíertaaljzaíior’ (Rg. 1 C) atíd degnadatiotí of tlíe trana—
porten (mg. ID) Meno also restored ½overpi-oduction of a
triple Ub mutant cansying mutationa la alí <bree lysine resi-
dues.
Overexpreasioía ofa mutant lib Iaeking aH ofita seven Iysine
realdues also restored endocytoais in floa4p-deficient celia. lib
chaina linked through Lya6 and-11 havebeen obses-ved in vitro
(2). A role of titese chaina iii vivo migitt be posaible since they
are tibIe <o bind to subunit SS of lite human 26S proteasome
with aflinities companable <o chaina linked through Lys48 (2).
lo investigate if titese lib chaina or lib chaina linked through
Lys27 or -33 are involved ir’ endocytosis of tite maltose trans-
porten, a plasmid enícoding a mutaní lib Iacking alí of lIs seven
lysine nesidues (Ub-no-Lys) was used. Overexpnession of <his
mutant lib had no effect itt D0A4 wild-type celia (Fig. lA and
E), whereas in Moa4 mutaní celIa it restored internalixation
(Fig. IC) and degradauioxí of <he transporten (Fig. ID) as
efiiciently as ovenexpression of wild-lype Ub (Fig. 1C and O).
Titis demonstrated tital endocytosis of tite transporten did nol
require binding of any <ype of lib chaina and suggested <hal
bir’ding of a single lib molecule <o one or more iyaine residues
within the transponer served as an inlernalization signal.
In onder <o t!etect biníding of Ub to tite maltose transporten,
a teníperature-ser’sitive end4 mutaní atrain (17) was used.
End4p-deficiení celia show a slow down itt internalizatior’ ant!
degradation of tite transporten al 350(7 (18), ant! <herefore,
enhanced levels of pulative ubiquitinated apecies of tite mal-
tose transponer aíult! be present in Ihese ceila. Tite mutaríl
sírain was tranafonmed wi<it a muiticopy plasmid encoding a
c-rnyc-tagget! lib aliele (9). As ir’ previous work (7, 9, 15), titis
tagged lib ailele was used lo menease lite differences ir’ size
bet-ween tite ubiquininated species. As ir’ similar expeniníenta
performed wilit Eríd3p-deficiení celia (15), a band 7 <o 9 kDa
gneater titan tite one correspond¡r’g lo tite transporten ap-
peared in tite imníutíoblots of sampies colleeted 1 it after tite
Iranafer of tIte celta <o 350(7 under er’docytos¡s conditions (data
not sitown) Tite appearance of titis band, witich was not ob-
served in celIa gro~ving exponent¡aliy al 240C or in celia han-
vested ¡mmediaíeiv afler auspension ir’ ihe endocytosis me-
dium, was conaisíení w¡tlí lIte presence of a níonoub¡quitiítaled
forn, of tite transponer ir’ cod4 ceila. It shoult! be rioled that
tuis fonm of dic transporlen did not appear ir’ &Ioa4 cedía (dala
not sltown) ir’ witich free lii, was not avaliable.
Tite resul(s iterein indicate tlíat níonoubiquilina(ion, i.e.,
líir’t!ing of a single lib moiceule to otto or more Iysine residues
of tite mailose transporten, sigtíais maxiníal iiílennaiization of
tuis proleart ¡md Suppont tite viow lítal riíooouhrnquitrnita(son ja
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tite basic unit fon tniggening intenííalization of plasma moni-
Inane proteiuís. Itt sorne cases, te., <he maltose transporten
(tuis work) ant! <he a-factor receptor (23), <his basic unil ¡a
auffícietít fon promoting a maximal internalization nate,
wheneas itt o<iter cases, i.e., tite uracil permease (7) and dic
general amino acid penmease (22), maximal in<emalization
requines adt!itional binding of Ub-Lya63 chaina. It has been
apeculated that titia adt!itional i-equinerner’t of the permeases
cocíd be related <o <hein higlí TMS tiumberand sizea (12-TMS
ant! abou< 72 ant! 66 kfla, nespec<ively). Companed with tite
a-factor receptor (7-TMS ant! about 48 kDa), <he peruleases
could, fon s<eric neasona, requine longen lib chaina <o interact
witit <he endocytic rnachinery on merely to provide more bind-
ing sites fon a putative interacting protein (23). However, titia
possibility la unlikely as tite maximal internalization rate of the
maltose <ranaporter (a 12-TMS protein of about 68 leDa) did
not sitow this additional nequiremen<.
Forínation of specific lJb-Ub linkagea is thought to be a
pnoperty of Ub-pnoteir’ ligases (E3) in nasociation wi<it lib-
coríjugating er’zymes (E2) (2, 10, 11). 1< has been shown that a
complez formed by lift!4p (E3) ant! libc4p ar’d Ubc5p (E2)
playa a role in tite binding of Ub-Lya29 <o certainproteina (11)
and also that a complex foraned by Ubrplp (E3) and Rad6p
(E2) playa a role in tite binding of Ub-Lys4S chains to sub-
atrates of the N-end rule (4). En tite case of Ub-Lys63 chaina, it
has been speculated that their bindir’g to plasina membrane
proteina could be a result of tite action of Npilp (E3) In
associa<ion wi<h E2 enzymes not yet iden<ified (7, 22). mis was
based on the observation <bat internalization of tite uracil ant!
the general amino acid permeases, whicit is atimulated by bind-
ing of lib-LysE3 chains, requines Npilp. However, tite fact titat
intennaliza<ion of tite maltose transpoder, which la not atimu-
lated by binding of Ub-Lya63 chaina, also requines titis E3
enzyme (13, 15) aceras <o rule out titis possibility.
En conclusion, <he resulta presented in <bis papen indicate
<itat tnonoubiquitination is aufliciení <o promo<e a maximal
internaliza<ior’ rate of <he 12-TMS maltose transporten. This
modification is similar <o <bat nequired for tite 7-TMS a-factor
but diffenent from that nequired fon tite 12-TMS unacil and
general amino acid permeases. This indicatea that monoubiq-
nitination la not apecifie fon <be 7-TMS proteins atid that bitíd-
ing of Ub-Lysó3 chaina is no< a general nequirement fon <he
maximal intennaliza<ion rate of tite 12-TMS proteina.
Wc are very gratefal lo M. Herweijer fon the gift of tite polyclonal
antibodies against Ihe maltose transporten. lo E. J. Ecker, M. Ellison,
L Hicke, M. Hochatrasaen, H. Rjezman. ant! It Rodicio fon tite g¡ftof
plasmida ant! stnaina, lo A. Fernández ant! J. Pérez fon ltclp itt dic
prepanations of figures, ant! <o .1. M. Gancedo ant! D. iones for cnitical
reading of the manuscnipt.
Tlíis workwas supporled by tIte Spanisit Dirección General Cienli-
fica y Técnica (PB97.l213-C02-Ol).
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Catabolite inactivation of the maltose transporter in
nitrogen-starved yeast could be due to the stimulation of general
protein turnover
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Abatrací
Add¡tion of glucose <o Sac’clua’onx tres ccn’eviskte inactivates lite íííaltose traíísportet’. Tite general consensus ¡a litaí <itis
mnaetivatiotí, called catabolite inactivation, ¡a one of Ibe control níecitan¡stí,s developed by (ti5 organism to use glucose
pref’erení¡ally w’itenever it ja availabte. ¡laing nitrogen-atanved celIa (restiííg celIa). it has been show’n tlía gluceoe tn¡ggers
endoeytosis atíd degradation of (be transporten ir’ <líe vacuole. \Ve ííow sito~~’ thaI iíaltose ¡(self tniggers ¡ííac(ivat¡on ant!
degradation of ita own traííaponter as effmciently as glucose. Titis fact, ant! tlíe observatiotí tlíat glucose inaetivates a vanie<y of
plasma níetííbratíe proteitís ir’cluding glucose lratísponters (iteníselves, augQests íitat catabolhe inactivatio,í of tite maltose
transporten ir’ tíitrogen-starved celia ¡a noí a control mecitanism speciftcally direcíed to ensttre a preferential use of glucose. It ¡a
proposed <bat. ti titis tííetabol¡c condition, ir’acti’aliotí of tite níaltose tratísporter ííiglít be due to tite stitííulationa of tite
general proteití tuniover <bat foilows nitrocen aíarvat¡o,í. © 1998 Federation of Furopeatí Microbiological Societies. l’ub-
habed by Elaevier Seictíce B.V. AII niglíts reserved.
R’’;-u-o,,/s: Niatitose tra.nspor<er: Catatbolitc itíatctivataot, Protean <itrno’er: S¿u-¿-h¿n-,,,;,í-ss-sc-s-,-c’rrauñ’
¡ . 1 mítroduetion
Tlíe add i 1 iotí of gí tícoso (o yeast colla tuaiííg otiter
suga rs iii líe 1íreseííee (growitíg ce! Is) or iti tite ab—
setíce (rest itic colla) (u a ti it rogotí sotíreo iíí liihita np—
lake of tlíesc augara bv iflaOliv=ttiiígtlíeir transperlera
[1—3].tiaiííg rcsting colla, it lías beetí slíown thaI <bis
tnaelivatioti. called eaííatlieliie itiactiVatioii, a dtte lo
1iroleolx-sis el llio iramíslíertora [4] tbat ocetíra un <lío
vaeLlole atíter i,iternaílisamtio,í by etídoeytoais [1 3].
* (ÁírteaI~otídiíig atatíltor: leí. +34 IGl) 5554614:
l~atx: +34101) 5554587: [—itiatil:rlaíe<ííiataó¿Iibttaíttí.es
Tlí¡s evetí ( requi res ací ití ni ie noii la níení a [5] and ubiq—
ttil luí ííroba blv ata a mí etídocytio ma rker [3.6]. Ir’ add
tiotí, ¡n tlie eatso of tite tííail(ose (ratísponter a plios—
lílie nylas <ion lías líectí deteeted. 1 be ‘ele of wlíbit la
atil! itííktiewti [2]. Tlíis iit(iaphitir tatiotí atppoars te
be i n(lo1iondctil of <líe eA M P—deíionden t protel n k 1 ti—
ase [7].
It la bolioved lliat tite itlaet¡vati(uli el sugar traína—
perlera by gí<teoso ia etio el’ <lic eo nl reí nieoliai ti atíia
develo1iod lix voatat te etialmro at ¡itolorotitial ttse el
elueeso “‘líct,cvor <líba aLtear a atva¡Iatble ir’ <líe
ene~vllt tiiodattií. ‘Ibis iíii1ílios litatí llie itiaolivalien
a. te ssíti,o cuatotil. ahiceilie br ti<iti—eltteeao s(teatr
t1378.Ltt)7 /05/$l>tl liii ‘>15 I1dcíatti tít tI II rofie alt Mi ctotiisi lste¡azatl 5‘‘<tetica. ItalilisIlcíl fi’> 1-]~í’aas’r Soetíre IV. ¡XII ¡el, a tese
ELSI3VIER
I’LL: 5(1375— ¡ tt’>7l
t3sa)ttt>319—8
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It’attapem’lou’a. IloXvever. tite evirleneo oblasínod witli
Iiitregen—starvod colla altowa titatí gliteoso inatel¡vattos
by a amulan endoeyñe moefta,liatu. al! plaatna 111cm—
bu-a tic prole tía ao lar (catod. i o. tl]e u ratel 1 [8] ant! ¡< 1
[9] perínoases, tite ¡—1 —ATPaao 11(1] ant! alí auear
la napertema [¡ 3] hiel ud ing aeíno of tite gí Líeeao
Ira napo ‘(era t lícínael vos. Vit a la (ter cenel usion a ir’—
lérred ¡-en> (be irreversible deetoaso ití gí uceso traína-
port wlíieit ia obaerved upen addition of glucose te
r’itrogeíí-starved celIa [11,12] witicit requires endecy-
tosis [91
Itt titis work we investigated ¡f eataitoliíe inactiva-
lien of (he rnaltose transporter ‘vas speeifically sup-
porled by glucose ant! if otiter sugars were able te
support tite inactivalion witit a similar effícier’cy. We
nícasured transporí activity witit radieactive maltose
ant! degradatien of tite transporter witit pelyclonal
antibedies. Wc fonnad <bat inaltese ilself triggered
ínactivation of lía own lranspoi’íer as effieienfly as
glucose Titis result ant! tite obsorvationí íbat glucose
inactivates a vaniety of plasma nembrane preteina.
íncluding glucose transporters titemaelves. stroíígly
indicale tbat in resting celia catabolite inaclivatien
of the tnaltese (ransporter is nol a contíel mecita-
man> speeifically dinected te ensure a preferential use
of glucose. Ratiten, it 13 propesed (bat ir’ titese celís
ínacíivation of sugar transporters. as well as ilíacíl-
vallen of otiten plasma meníbratie proteins. n>igitt be
due te tite stiíííulaíion of getíeral pretein turtíever
íitat fellews nitregen atarvatíen.
2. Malerjals artd mímelísoda
Straiíts ATCC 42407 (MATa sea- - MAL GAL)
ant! Xl 06 3D (MA ‘i» G,180 /ñs/ uroS> [13] were
usod. Tite celIa were grown aerobieally at 300C ir’ a
tela ry abaker (20<) rpm> ¡ti a mcdiuru cotí(aití j ng 2%
peptono, 1% yoaal extrael ant! 2% malteao. Cdl
growtit was monilored by meaauning optical denaities
al 640 nm. Te start tite inactivation, celia wero lían-
vested during exponaeníi-aI growth (abeul 0.7 níg dry
weigitt per mi), washed ant! resuspended ir’ 3 vol-
umes of an amrnonium-free níediuní as descrlbed
previously [12] in tite presence of a 2% carbon
seurce, as indicated ir’ each expenimení, anad 500 mg
of íetracycline citloroitydrate per litre was at!dod te
aívoit! bacterial contaníinaíiona. Tite suspenasien w’as
itícubated at 300C in a retary sitaker (200 rpm). Mal-
tose transport was delermined using radioactivo ínal-
lose as descnibed previously [1]. Degnadadon of tite
lransperter was followed wilit polyclonal antibodies
using crude cellular extracís. Saníples conlainine
20 gg prolein were resolved by ¡0% SDS-PAGE
ant! tite maltose transporter visualised using ECL
cheníilurninescence delection as p”evieusly doscnibed
[5]. Fenmentation ant! respiralion were measuxed at
300(7 by a convenlienal manoníelric melitod as de-
senibed previously [II]. Sampline of tite celis ant!
delerminatien of ATE was perfenmed as described
prevíeusly [II].
TaIMe 1
Fertuictítasion altid resparattion rato duntír <lic iíaaetrvaítaoír
Iisaeti~-aíIion poned (Ir> Sír:íiaí A1’CC 424(17’’ S<raíiít NICÓ—3D’’
Res¡,ií-aííiír,í’ Foníiíeníaítiott’ Respiratiotí’’
(31 <acose (VIril tose (31 <teoso Mal ese (3 <tense Caílabetose (it <rrsose CaíLíetose
<1.5 24 22 1.1) LI 20 12 <(.5 <>4?
lO 22 tú 0.95 1.1 21> 2 1)49 (>45
(.5 (9 2 III L2 9 II 1>49 1)45
211 IT 9 1.1 1.2 It II) (1.5<1 1143
2.5 lO 7 III II It 1<) (1.511 <(.45
‘Síratin AT(í’ 4241(7 ~íatsíarewn. ~vaísIíerfítid <lilítíed ¡ti ití iiíaíeíií-:íívrrí írcda<ttííe,ítísaíatiaíí’ tííaíítííse attt&t evoteltexiíríidc als iii
31>.
‘‘Slraíití X (1(7—31) <vaIs eroetí waíslte<t aíííd cfiI¡ííerl ir, itt aiiaíct¡r’aílioíi ítirrt¡íiít ir-ti íítaíiííiitis eaIIaio(uíse os ¡ti lig. lO
- teíttreii(aí(¡íííí taite siria ‘aiíctiíaíteít r’,’iis¡rlcí-¡at.’ ilíail 1 tít,,] ji] Itixirse lbríracííteíl í~íía (licort 2 (tul til (O..
‘I<espií-aí(¡íií, tau r’ ‘<:ts c’aiIí-aííaílert r’í’iisirteti,re thai) 1 tiriO irí ]ic=Xíisc ícsphr irl oiisitttterl 1, rol tI
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He. 1. Inactitation of <be maltose transporten in <he preseatee of several carliotí seurces. AB: Strain ATCC 42407 (vi-itt!-type) ‘vas bar-
vesíed duninag exponení¡at groviíh on maltose and duluted hree times. ~t’itlí respea lo <líe erowth volunie. ¡a ana nactivation medium con-
<amino 25, olucose IQ). fructose (E), níannose (0~ galactose (n ). nialtose 1 ). elliatiol <U). or wiI}íout carbon source ( X) ir’ <he absenee
(A> en in <líe presence <B) of Ir’ pg níht cyclolíeximide. Ca S<rain XItífi-3D (GALgO> ‘vas harvested ant! treated al aboye ir’ <he absenace
of c’clohexin,idc. Af<er itícutiation at 30~C fon <he indicated times <he celia wene hatí-vested. wasbed ant! assayed Ion malsose tranasport nc-
tjviív. Dan are mealtí yaItíes of íwo expenimenta. The resulta of Ihe <vi-o expenitiíeti<s differed ti
5’ leas Iban 0/o.
3. Results
3. 1. Inacut’c,íion of ¡1w neo/tose transponer ¡o ¡he
presen<’c of diffee-&eet <‘o>’1’on soe¿e’ces
The níaltose transporter is inducible by níallese
[14]. Te teax tite effect of difTerent carbon seurcea
en Ita aetivttx. eolia x’ere groWtt wm(h maltose, col—
lected duning expotíent ial gnowth ant! restíspended in
a íííediuní xvidio tít a caí rbon atíd ti it rogen so tíí’ce [12].
Addiíion el’ el ucose. fruetose en íííaííneae te di ja me—
d itín> (riecered líe itiaeuivat ion of lIte transporten al
al oonstant tallo tx’ilit a itatlf—lile fer lite transporten el
aboíít 1 Ii He. lA). W ben, ir’atoad of tlíeae líexesea.
caílaíet oae “al a att! dod a u delate ef a botít 2 it iii ¡lío sIalr(
el tite inalolivatieti ~vataobaerved. Tlienealtor mach—
vatietí leek plateo att al tallo wbielí iuídicatod a itaulf—life
br dio tratíispertor el aubettt 2 Ii (Hg. ¡ A). Ir’ agu’oo—
nieíit witli p:evie<is linditíga [2,4] al muolí lower raite
of itíatctivaílieti. hall—lib > lO it, Wal5 ebaot’votl mr’ lito
ííescnu.~ el etitautiel er iii tlío aubaottce el’ allí oxtornal
catrheui setílce (Hg. ¡A).
Maltose-grown celís constitutively use glucose.
fructose ant! mannose. tite titree sugars transperled
bv lite glucose traíísport sys<ern [14]. However, utí-
lisatiotí of galatetose requines an adaptation period
because cataboliaííí of titis sugar requires inditetion
by galaetose of sovoral proleins [14]. Ilíenefore tite
delay ir’ tite inactivaítion of tlíe transporten observed
<ti tite presence of galaetose (Hg. lA) cocíd itave
been due te titis requirenieíít. 1 f Ibis possibilhy la
corred titreo p¡’et!iotions sitoult! be met (O in tite
experinteíital cotid itlena tísed. le. ir’ ¡líe absenee of
a n extentía 1 ti t recen so u ree a tít! ir’ tite presetíce of
calauctese, aonio tic
1 <leí ion of ¡líe gaí latetese caí (asbe’
1 sin weuIt! taí ko plateo frení t lío iniertía 1 stock of
al fi lío ateid a’ (i~) Cycleito=aini ido wou íd iíiliibi t t it s
ínt!iuction atid. cetíseqtuer’tly. would ¡íreveíít tlíe ir’—
aid val te ti by itt hielose. Tu la WOtI íd uiet be tite case
len tite itiauelivaitioui liv gitícoso. (iii) A tii<ttatti( OCr’—
stitttlivoly atetixe br sYalatctese cautatíelisín wetuld mícíl
abew u t!olaty iii lito síatrí el’ itiauetivatlieíí. Tite restílta
elítatanod niel allí llioso prodacliena. Ihtriuig tite hiiat
.‘ 4 Ii ti!’ uiitrríeeíí stauu’vamtieii iii tlio pí-osotice of gal!—
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Fis. 2. Itíduction of lranspor<. ferníentaítion and respiration of
galaetose utíder inactivating condi<iona. Stnaití .-XTCC 42407 waa
l,aírveated duritíg exponential grow<b on nialtose. watat,ed and di-
luted ¡o <linee voluníes of <he inac<i;ation mediut,, iii <he presence
of 2’a, galactose ¡a <he abaence topen avmbols). or a <líe piesence
of 1 It ¡ig mL cvclol,exinu¡de <closed ayn,botal. Aher iteubation
.tt 30tC for <líe indicated tiníes <raíiiaport (cinches). feniííetiaaíaoti
t<íiaíígtes) and reapiration laquarea i of galactose vere itícaisured.
4 acteae, ar’ mnducticí, sil traíiaport, lertiictitatior’ aír’d
respiraítior’ of galaetose waa deteoted (l’ig. 2). Tito
addi 1 ion el cycloitoxirn it!e bloekot! (lii a i nd uct ion
(Vio. 2> as weIl as tite capacity of galactose lo tnigger
3 ~ E ¡líe níaltose (ranaporter ínac(jvat¡or’ (Hg. 113). Vi-
e:
<u s uiaully tite delay luí lito atarI of inactivation diaap-
~ poatred witb a couístí(utíve galae(oae motabolianí
Li- a (Hg. ¡(7). Titese resulta show tbat ga¡ac(oao ja able
2 < ~‘ lo inactivate tite maltose transporter alíitougit at a
—ci
o, lower rate litan titat seen witit tite otiter itexosos
tested.½
o,
o.c, Tite addition of nialtose te nitnogeií-starved colla
o’ also ittactivaled tite maltose transporten and tite rate
-~- E of inactivation was lower titan titat observed witit
glucese (Fig. lA). However, ir’ tite presemíce of nial-
tose, two procesaes rnay itave beeíí takitíg place dur-
iííg tite iííactivatior’ expeí’iníents induction of tlíe
nííallose tratísponter, syntlíeaiaed froiíí tite intentíal
stock of animo acida, ant! inactivation of tite existing
transporten triggered by tlíe removal of lite nitrogen
seurce. Tite simultaneous occurrence of tlíese two
opposile procesaes would reault ití an appaí’enl de-
encase in tite rale of inaclivation. To moasune <he
actual rate of inactivation we added cycloitexmmide
te initibit induction of <be transporten. Ir’ tite prea-
ence of tite initibher, mahose atíd glucose inactivated
the lraíísporter at a siníllan rate (Fig. IB) slíowing
tlíat lite two sugara were equally efiicieíít ití stíppont-
itig lite inactivatiosí.
Taible 2
Cdl itair eoiíceíitrai<iotí of ATP tun í lico ‘etictí 1 rail e el’ A TP prod tael ion iii caí <abo ¡sai du ring 1 líe itíacíiva ion
1 iíaio<iíaítioti potiod <lí 1 SInO,, ATCC 4240+’
erta cotí) iai<¡oíí
tti,NI 1
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(.2 lA (.1 72 7(1 II II 5? 3-)
NP NP Nl) fi? 58 NP NI) 52 30
.2 .2 II) 62 53 1.1 1.2
NP Nl) Nl) 6ff 47 Nt) Nl) 48
It 56 4<) 1.1 1.2 45
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líe tau cii)’ Alt’ ,í’jítfair’iioíi ‘‘ala c;alc<ilaiiol f’naíi al ífaal-í íuu tr’ríiíeiiiaíaiaíiu aíía<l ies¡íiíaíiiííuí (‘lailítr II aaaa<iílíiaíc liii 2 uíííít III’ Altt tic g:iiíjo’t ¡It
lOe tcrííieíitaitíoií o) 1 utiól o) tiosose uit) a it iaaaaaííí It)> íaíii ji iii 2 ¡aí lío resptiai iiíuv elíatití. \\iilí tija aisaiaiíipiioaí 24 tui1 aXIl’ Siiilitrt (ir’
<aiiiterf iii tío ‘rapar iii ial el ¡ ííiol el linstí50
‘E
c
o>
o
o.
o,
E
E
0
o,
t
o
a
o,
e:
o,It
o
6
S<rain Nicó-3D’
¡ti Pinol ir <‘e a:! 1 I”Iti.i18’ Mu,cilíu’It:ya líeeí ‘ni- 100 (1198) .11 7 324 321
(1)
‘U
a)
a)
a
‘1)
a
o
<-3
tI,
t
o
aCo
a
1—
1
Glucose Maltose 9ff
Galactose - - -‘ Ethanol ~WSfl~W~~
Fig. 3. Degrstdatiot, of <líe mattoae transpor<er ir’ dic presenee of ditiet-eni carbotí so<tí<es A S<ramn Nl 06-3D ICA LSO) was han’-ested
duniiig expotietí<iat growth. waabed anad diluted ¡ti <luce volumea of <Fío inatctivaúon ti,ediutíí eotítatining 2+. gtncose (O) or galactose ( á 1.
B Stra it, ATCC 42407 wats huíníes<ed and dil uted a a aboye iii í fíe ¡tiste> ¡‘att ¡otí ucd ¡ tau, cotí <aí iii¡tute 25 mail tose ( A ) or elhanoI (ml a nd
lO aig al— a ere lohes intid e - After iíícubati nr’ at 3OíC fon <he ¡tui ¡caí <cd ti íííea <tío uííaí 1 trise tratiiapeí’ lcr wais dotoeterí hg ¡miii unoblotí ¡ ng of
celiulatt oxtraeta.
3.2. De~u’uh¡íion of ¡lee uní/tose Ircmsporler ir’ ¡he
pcesen’‘e of c/¡ffe¡-e,el turbo,, soure‘es
Ga(atbolite ¡tiaclivation of tite tualtose tí’aínsporter
tui roatine celia as due (o etit!ocyleaia I’ellowed ¡iv
degradatiotí ol tlíe trattiaper(er ti (be vacuole [¡.2].
[ti aoníe at rut ttía, au penitiijíeaed en (bis nnovorai [ile
ttiaíctivaílieti. íbero la atti itíltibitiotí of llie traííapont
act ivi ty ~vlicli la uit cl ríe lo degrada lien of 1 líe Ira ita—
porten atíd tlie nattttre el ~vIiiob ¡a unknow’íí 12]. Te
íítvoaligaíte it’ mí oun expenuítíeíí(a natetivalietí wata fol—
lowod liy degradattien. allí oalitííamtier’ of’ lite collular
centetíl el tite lt’aítiapet-tor ‘gata potíennied (taittg pele’—
cleilahl antihedica. Tite resulta olílatitíed yiolt!ot! líatíl’—
Iil’o vamittes ter lite lrattiaponlor aníilaír te Iit<iae caictí—
latíed fnetii transport expeninienla. ie. abeul 1 h ir’
<líe presonee of gítícose or níaltose ant! 2 ant! > lO it.
reapec(velv. ir’ llie preaenee e.f gailacíese en etitanol
Fiiz. 3). \Ve coneludo, titerolere, titat ití our experi—
tiietita j tiatct ivatt mii waa fol lowed . bv degrat!atiotí of
<líe lranslirinlet’.
- . - <1 oi’ií’/,,i lene /ic’hi)’í<e.,e ¡lee’ <‘cite 1 ínuc’1¡ív¡I ¡<iii O/tel
¡“CC‘/gl - <‘ti /Ot<i<(lito)
lito reatílta SlitiWtl abogo imídicatle lliatt lite aíbulity
r’t tito etlerdv aettneos le auppeu’t itiaietivattieii ti—
crc’aíact! ir’ <líe ‘ellewitig orden: olliatnel < gailateto—
il < tiiamlteae elticese = lrttcleao = ttiautitiOse. iltia tít’—
den pínatIlila llie ‘alíes: att wliieli tlíoao atíbatratea ato
3
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Iertuietiled by yoaat col la [1 51. - I’iteu’ol’et’e simio pesa liii—
<y ¡a tlíaí( tite rato el’ fereííontatñon dolertuinea ¡líe
rato of inae(ivatiouí. Tlío reaulta ruled eut hija poasí—
bility boeauae we lound that fermontaíioui of sugara
progreaaively doereaaod duning a poned in whieli llie
rato el’ inactivation waía conataní (lable 1)~ Pantieu—
Iarly relovant ia tite I’act tital a cor’a(ant balí-life fon
tite lranapeuer was observed (Hg. IB) witeuí lite fer-
mentation rate el níaltose waa decteased by more
litan 70% (Table 1). h sitould be neted tital the ob-
served decline ití fermentation is consistení wilh pre-
vious findings ant! itas been ascnibed te lite decline in
sugar uptake occurring upen nitrogen atarvation
[II].
It is welI knewn titat several steps of degradation
of plasma meníbrane proteinas ir’ the vacuele, sucit as
bindung of ubiquitin ant! traifie ant! fusion of ende-
cytic vesicles require enengy. Titerefene, anetiter pos-
sibili<y is that the ATP concentnation ir’ <líe celís
determines the nate of inaetivation. Tite nesults ob-
tained ruled out titis pessibility since tite intracellular
concentration of ATP was similar witit alí ettergy
seurces tested (TaIMe 2). Altennatively, tite rato of
inactivation ttíigitt depend en tite rate of ATP pro-
duction luí catabolism. Te citeck tuis possibility tite
titeoretical rate of ATP preductien was caleulated
(Table 2) froní data of ferníenlation ant! respiration
of sugara (Table 1). Neititer in <his case a cerrelation
witlí tite rale of inactivation was apparent aud par-
liculanly nelevaní is <líe fact iitat a couístant rate of
inactivatiotí ~vas detected ití lite presenee of maltose
(Fig. IB). witeíí the theoreíical rate of ATP produe-
tietí decreased by more tlíaíí 40% (Table 2). luí spite
of titese facís. lite possibiliíy tital enorgy metabolisní
deterínines tite rate of iííaet¡vatietí cannet be ruled
eu(. Ir’ lite calculationa of labIo 2, a eeuístant P:O
raño of 2 ir’ reapiratien ~vaa asauníed but titis as—
sumplion níay be incerí’eot alaco tite eflicicncy of
líe [espinatery elia ir’ ití vivo la tutí k tiewui ant! 1 itere
is evidetíce ¡tít! icatíl ííg llía 1 it n>’ay greaítly chango de—
poíídiííg en a, uituníbor of fatetora [161.
4. Discussiott
Yoaíat colla tuse gí ucoae preforouí (ial! y le al ny el itor
eau’beti seurce WliOtievor tliia augaír ¡a avaiilaíblc ir’ at
gt’e~vllt uiíed¡tuí,í. It la 18011 ealaíbliaitot! lhíail Ibia prol’—
eretíl iall girowtit ¡a onau rotl by tbroe cotí (rol iiiocital—
¡tiama tniggerod by glueoao induetier’ of glucoso
1 u’auííaporters [17], repreasiotí [1 8] al tít! inací iva<¡cii of
several preteina specifteally req ul ‘cd fer ealaíboliatíí
of odien subsíratea [19]. Tite general view is titat
sugar traníspertera otiter Ihan gitucese (ranapor(era
beleng te tite grotíp of protouns wlíielí. ir’ growing
celIa, are specifucally inactivated te faveur (be use of
gluceso. Ir’ titis work we aunalysed if, la resl¡ng celIa,
inactivation of tite maltose transporter níay also play
<his role. Accumulated evidence indicates titat it does
no<. Two facts suppert titis conclusion: (1) ir’ nitre-
gen-síarved celís unactivation of tite maltose trans-
porten is triggered even la tite abseace of glucose
by sugars witicit, like maltese, may supporl tite ir’-
activation as efficieatly as glucose (titis werk). (u) Ir’
titese celís, glucese ¡nactivates alí plasma meníbratie
proteina so far tested [1—3,8—JO],oven titose preleins
whicit like glucese transperters are directly impíl-
caled in glucoso utilisation [9,11,12]. It is knowna
that calabolite inactivation of sugar transponíera
ant! of otiter plasma membrane protelas in resting
celIa is due te degradation of titese pnoteias ir’ tite
vacuole [1—3,8].It is also known <bat tíitrogen star-
vation is tite most influencing factor among tite Xaru-
ety of factors whiclí atimulate protein degnadation
[20,21]. Titerefone, llie inactivation of sugan <ranas-
porters as well as of oliter plasma membrane pro-
tema ebserved ir’ restung celIa níigbt be due, aol te a
control níeclíanisní specificallv dineeted te ensure a
prefenential use of glucese, buí te tite atimulation of
tite getíeral protein tumaevon thai follews nitrocen
atarv-ation ant! tital supphies tite auííino acida required
fon tite stress respoííse [22].
Degradalien el plasnía r’íeíííbrane preteina us a
very coníplex preceas wlíielí itícludea bluiditie of
ubiquiliíí [3,6]. inleracílon ~íitit eyloakelelon ele—
níer’ts ant! ollíer cytoplatsníic proteina [5], l’onnía¡ en
of pniuííary al íd secotídany eíit!osomíies as well as Ira
fue ant! itualon of ondoaoíiíea witit t be vacuele [1—3.8].
Tito fact ¡bat tueal of <bese atepa noquiro er’erev
casi ly oxplai na wby ¡nauctivaitiotí of dic níaltoae 1Pitia—
porten is at¡tiiítlattod liv <lío píescuice of ar’ energy
aoureo. H owever. 1 lío reataetí ~vhi~tlíe raito of ¡ uíaíctu—
vahen eitat n ges deííetIt’ ¡aig e n í lío oiergy así <treo
hírcaení ja líet cleaí r. N oil lía it ia eloal r wb y tít líen
ce!1 u lar lírsiecasos noqtíuut ng euierev al latí olíange de—
íor’d¡r’g sin tlío er’orgv seturce. ¡—‘en itiataínco, grtiw(li
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nate aíííd grewtli y¡eld are two cellulair pmocesaos
witicit, aa inactivattien of tite níaliose transporten,
citange wilh lite energy seurce presení in tite medium
(fon a revbew seo [23]). Ir’ tite case of titese proceasea,
as in tite case of inactivation, aa apparent correlation
witlí tite cellular ATP concentratiorí en tite calculated
ATP preduction ir’ catabolism ¡a not appanent. In
apile of tlíis, tite general idea is tita< yeast gnowlit
rate ant! growtit y¡eld are depeat!ent en tite rato
ant! amount of ATP produced by calabolism [23].
A similar dependence may also be envisaged ia tite
case of tite maltose transporten inactivation but a
demonstratien of titis poss¡biIity is difficult at presení
because. altitougit eur knowledge en tite control an
enengy efficioncy of <líe respiratory chain has gneatly
¡nereased la necent years, tite questior’ of ATP pro-
duction by yeast celIa in vivo remalas unsolved [16].
la conclusioa, <be available evidenee suggests <bat
tite so-called catabolite inactivatioa of tite maltose
transporten ¡a nitrogen-atarved celís is not a control
níecitanisnís specifically directed te ensune a prefer-
ential use of glucese but a consequence of tite stim-
ulation of general protein turnover <bat follows ttí-
trogea atarvation. As fan as growiag celIa are
concomed, it ahoníd be enípitasised thaI tite mach-
vation of sugar tratísportera itas beca alníesl exclu-
aívely invesligated la restiag celia ant! that a re-ex-
aaíination of ita role ant! rnechanism in growiag
condiliona could be worthwhile.
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Moderate Concentrations of Ethanol Inhib¡t Endocytos¡s
of the Yeast Maltose Transporter
PILAR LUCERO, ÉLIDA PEÑALVER, EULALIA MORENO, ANt> ROSARIO LAGUNAS
t
¡asti/Wc do leevestigacioncs Iliomédica~; (‘SIC, 28029-Madrid, Spain
Rccejved 22 July lGQ7lAeeeptcd 27 iuly 1997
The maltose trarssporter ¡n Saccharomyces cereviviae js degraded in the vaciado after ¡nternalization by
endocytosis upon nitrogen starvation ¡u tlíe presenee of a fermentable substrato. This degradation, known as
catabolite inactivation, ¡a inhibited by tbe presenee of moderate concentrat¡oíís (2 to 6%, vol/vol) of ethanol. Wc
Nave irivestigated Ibe meclíanisní of Ibis inactivation tuod hayo found that ¡Lis due <o the inlaibition of the
internalization of the transporter by endocytosis. The resulta siso indicate that hija inhibition la due <o
alterationa produced by ethanol ‘u <líe organization of <he plasma ¡nembrane which siso sifecta <o endocytos¡s
of otlser plastas membrane proteina. Appareuítiy, endocytosis la partieularly sensitive to Ilíese alterationa
compared with olber procesaes occurring st Ihe plasma membrane.
Tite yeast maltose <nanaporler is att intninsie plasnía mcm-
brane protein witieit la inactivated duning nitrogen stas’vation la
lite presence of a fermentable subatrate (2). This inactivation,
kttown as catabolite inaclivation, is t!ue te a proteolyais of tite
transporten (22) titat occura ir’ tite vacuole after its inlernal-
izatien by eadocytosia (24, 28). Endocytosis of tite maltose
tranaporter requires tite ubiquitir’ pathway (23) ant! is partially
deper’dent ea actin microfilamenta ant! independen< of micro-
lubules (27). Duning tite atudies en tite role of tite cytoskeleler’
ir’ er’t!ocytosis of <be maltose Inansporter, we used cytocitalasin
D te initibit lite formation of actin micnefilaments (26). Titis
inhibiter la insoluble ir’ waten, ant! we found that at!ditien of
moderate coneentrationa (2 te 6%, vol/vol) of tite selvení.
ethanol, lo lite celí auspension initibited inaclivation of lite
transporten. Titis observation seema rnost intenesting, since
etlíar’el may be preaer’t at higit concentrationa itt normal yeast
er’xuinonmer’ts.
Sugana are tite majen carbon ant! energy seurce ir’ yeast
r’atural habitata as weIl as in industrial fermentatioas, and
elitanol is tite majen produc of sugar calabolisnn ir’ Ibis organ-
isní (18). Aa a consoquence, etitanol may aceumulate ir’ yeast
envinenníenís at concentratior’s wlíicit affect esaential cellular
futíeñona, giving riso te toxie effeets (fon a review, seo refenence
14). However, compared wi(it otitor eukatyotes, Sacdeoroníyces
spp. appeara (e be tite aíost alcoitol-nesjatamít organísní ataco it
la able te gnow ir’ tlío pí-osenee of 8 (o 12% (vol/vol) etlíanol
ant! so survive expoatito-to up te 15% (vol/vol) (14). Titia biglí
otlíanoí resistance cotitrasta wítit (be ebsetwd stroííg cifeel of
ellíaititil otí a relevan t pliyaiologicaul proceas like Sugar tnatr’aport
iíiaictivattiotí.
1 ti tlíjs work, Wc líaive iuívea(ígaíted tlíe mecliatniam of tIte
itílíib it¡ea by e t Iial 1 of 1lío castaubsí lite ‘tiactiva tío n of 1 lío yeaíal
níaltose transporten. It a ahsíwn thaI e(lianol mli huta tite Iirat
step tíl tlíjs inaclivatitíuí. e., iatermíaulizaítjomí of (be lraumtaperton
Iw etidocyteais. Títja couící uaion la líataed omí two oitací-va( ¡simia:
1 lío st atb ji zail¡e ti of lIte <rau u apení atol vi ly luí 1 lío preso ¡ice of
etliattiel atitl llie
1íoruiíatuicmtco of tlio tnattiaporlor al( llio plaamat
tííenitírattíc. Tito resulta ilso itídicauto Ilíaí Ihie inhibitietí a tIno
te cliatti~oa ecetunrutie tui <líe atruelure el tite plaanta uiicmttliiaumie.
Cainteapí,tirlit,g ataultior. Mat¡titsg aurírlueas: luísIjt<ulu, cío luivesiigatoi<i—
nos l3¡<itiiédicata. (751<’. ArIana, l)au1íorior 4. 28029.Muudnil, Spatitu. l’luu,uae:
34—1—5854614. Esta: 34—1 —5554557. F—uiiau¡la Rhugsmuíausúeilíiomííeal.iitiuiautíi
ca.
witich also affecí tite endocytoaisof otiten proteina. Apparently,
er’docytosis is partieularly senailive te litese changos compared
wilh otitor procesaes occunning at lite píasma mernbnane.
MATERIALS AND MLTHODS
Reagenís. tí-IU-’Clmattose, n-ItJ-<C]gaLae<ose, n.ItJ.t
4Clgiucose, L-IU’t4Cl
cisrullitie, anad enhanced ehemoluminiscence reagenta were (retís Auítersitaní
lntcrnas)onat (Little Chatfotít, Unj<od K]ngdoní). Enzyíííes anal metaholiuca wcre
(mm Sigma (Si. L-euis. Mo). The geas An<j-rabl,j< ana<¡body—peroxidase conju-
gato ‘vas from Biosource tnternational (Camarillo, Calif). Alt osher reageasa
were of analyíical grade.
Wast atrairís. The (otlewing yeast <trainas were used: W~G4a (MATa /ña3-
¡1,15 !ízaí2-3,112 ura3-aX GAL~ natal Can’) (11). SDBY 1869 (MATaIuis4-6J9euual
ACT) T1J82) (25>, ATCC 42407 (MATa Suc GAL MilL). anal 23346c (SÉitTa
tunal) (1(i) Straitís WCC4a sitial 5DBY 1869 wene <ranastonmed witli (he mul<ieopy
plasnid pRMi-i. which carnes <he MALI locos (31). TIte srans(onííed celís grew
anal transponed maltose as ratos lIte same as <lioso of ,nat~ wiId-<y~e <traínas.
Gnowtlt co¡tdj(ions. tn esperimenss ea maltose or galaciose sranasporsen <asic-
tivation. utie celta viere growa at 3OtC ¡a medium eonu)n)nag 2% peptone. t%
wast exuraucí. anad 2% maltose cm gataesese ¡ma a rotatoty shakon (200 rpm). ‘uvhen
niatiose vas used, 3 ppnt of an<iníyein A vias adaled te <he growth modiuna lo
iuulíit’it teapirasion atid itícuefore lo favor plasatid cxpre<siea hy forcing <he celta
lo (orneas matísoso. In expenitisenía wutFí <he general animo acial penmease. tIte
celta viere gu-<íwus it, ycaísí uliurogetí haae (YNB) aíitiítsíat medium (pH 6.0) iCilí 22
~rgof uraucil per ml sud wutti 2% glucose anal 0.1% proline as Ihe camben and
uí¡tí<ígouí «tuneo, tcspcnuiveiy (It>). cotí growtlí vias monitered by measunine ihe
opticaul dens¡ty así 040 síu.
Sutucellular (radiuurisuu¡orí iii cuuntiíuuouí sucrose gradiení. Cetiular honíege-
tíaíle ceureap<saditig íaí 2.5 g <uf yeauss (dty wcigFít) was ohsained as desonihod
pueviostalv (37>. Craude csut-ate) is u Fíe sampertí -a sauna chIst¡ ned by centn¡fugaiti<in iii
u líe liouiioge lauto <ir It) uit iii att 7)11) X g. i’Fíe soluble Iraucí ion anal caMe monsbrau nc
fraucí ¡051 vi-ete, u-capee) vol, tIte supo ruíau sant sund u he pci les chtai ned hy ceutí mi fu—
<ti tite cr<ude extuaiet Oir 2)> títia sus 20.51110 Y g. The cm-udc nuonst,tatno
(mato¡osí - aatapo taled ¡ ti 5 iii) tul 2)17<- gtyeeníu1—Itt mM Tmiei ne—Tris (pl-l 7.5)—)1.1
tus M E l)t’A—)L 1 niM dii tu ¡<it tui-e¡tul— 1 tít M pheutytmitot tíylsufcayt tiuasride (PStSE).
‘vais aíppt¡od tu su c<íuut¡íu<uauíía a<ict-osí’ guaadient. Tít prepaure tIte gradietil. 5>—att
íiutuuiisea oste1. tít 61). 4)). autisí 2117<- (wilvtít) ssicr<tse, diss<ilved ¡mí Ihe itautier río—
acritiecí autiíuvcazsco
1iu faur tite autíscuice <uf glycetíut atad PMSR were latyert.’d ¡a sí
ttal,t’ e) fue SW2S tautaur (lteekuííaíuí> autíd utltauvied 3 it (<un dill’usi<ííí att níuutat
tchtspr’mtuaie. Atier -up1it¡oait¡uuit tul tío saumpie, lite graudiotíl wais centrifaucod Oir
Itt tu síu ~))<))~))u1íaíí ¡íauot¡uuuua (2 iii)> viere eíultected sitial sused I<í níesuisímo tite
e auturí puiiio¡tt í.’aiiuueiti autid lite .-uact¡v¡ty tít tite nisumker crt,ysuíes.
uttcmutm,u’.mmmc tturttic’smuítuut sutil Wrstern IuIosuing. ‘lite tststtttisttuti)irstttc
tiystp1i ¡<‘sí ¡tío tul tite criu<Ic uííeuíítííaausc lrsiu’t¡uiti. tuttlsíiiícd tít tui títg
<tus’ íía’¡etuu > utf yoatsu. tui ‘u alisr-íuííí¡uíuuíuaís sutí.’ tuse graudieitt. ‘lite guuttt¡euii ‘‘-ata
íio1iauto’t líy tatyazn¡iíua tt.S tít ti
1 535’» (wtlvttl> tun 3 St tul uit 43.57<- (vii/viti>
shieiauaí.’ iii st tulio tul tite SW<ut) mítutír ll5ecktttauut). Alíen t’etutt¡f<igst<¡iuit faur 3 u att
55.ti)t)) r
1iitt lii’ talirí sitial iii’ viii listutata siji1sositoat. iespoct¡vely su t tite estor!
tisis 4357<-15?5 7>. iticrttatz iittontsttstsoa sitial werts dituatod íí¡utu
3 í’tiiíttstea it) sitial wsita’t. AItor cottun¡ftugaut¡ttit tít 3<) tutití att 411.ttt> rítutí iii sí 5)11<
tuutatr (tla’a’kittatiu 1. lii’ iliria vicie easíso tualeul iii 1.5 iii) iii 2)>’»,> gtycertut—tti titM
- lila—it ir-—Iría 5h11 75)—)t.t iutM 1/ISlA. ttI—uiuM alitttiitultteiuuu 1 sitial 1 ittM IMal-.
tito ífaísíuíau uuietuiltusuute A’ t’t’aíse acre <letrisicul iii
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sautiiplos iii tieso suus
1ieuisiiuuua iltaul sveue tcstits’oat. ti5’ sudiaai<u atiuateuyt suii)aiue—1uuuty—
auenytauuuí¡íic gol etotrututptttteosus SI)S—l>ACI./ III) sitial SM- ptityauouv¡auuut¡ato. respeta—
uivoly) (22), wittt auuuu¡seruííí stgau¡asu liii’ uuusuiuiusí.’ tuauuuspíímter tsr augat¡itst A’l’l’auso
diluiteal t/3t$tt tun t/l5,)ttM). uespcct¡vety. sitial íuuuauu suuit¡’rauhFíil iotutxiatatae
juugaute diltuteal )/t)t.tt5))) ¡tu títiuekiiig huultr’t sus tite íutituiauns mal set’uiutataity suíui¡tuuuat’
ci-
lill’c~ tuI’ a luztuluuul s tío ¡nací vallen tuI’ lije ¡‘taU) tuse aad g’¿Isueltusa’ tu-a. uiíl)tH’)ers.
Ccliv acre ltaun<estet al un íug oxpí toen 1 ¡su) gniuvil tu vi ¡iii ma luí use tun <sai tatositan’ (sultí u
st.? mg al ny we¡gh sl/mt), visuslued, a.nd sauapc¡ided ¡tu 3 vsi! ti naos <uf tui <uitnasí tu <uní—
ncc nuediuní ni desenihed pmeviu,usly (2). wutlu 2’» giucause sund 25)) ~±gtsf cusí-
cyet nc hydr<tch tímido pe r mt taj avauial baíctorisí 1 cato tau ni nas ¡aun su así iii tite auhíta ncc
tun proseaco <uf alciutítula atilio indicataed otííoouuumaut¡ttns. Afta iuíeautíaut¡cuí att 3)l’C
un ‘a rsítasuty su akcr (2)11) rpm) 1am ‘he ¡ íd ¡cauted tintes. ¡nací ¡vatí <tui visís fluía ¡ -
«mcd hy measalring 1 he acsivisy <uf lite 1 mtis1xtrt e rs hy usi ng u tíoi r luí bolod suFí-
itrasea (4, 28). TIte celta wcre liarvesaed, viatalued. anal suspended st a celtautaur
sjensiay tuI 451 mg (dny vieigtí() efyeas</tnt a O.> M taurtanie acial uualjaualed topIl 4.2
viuIIt Tris ¡a <he case nr lIte maltose ransporíen cm St) mM K,FlI’04 (pH 65» in
<he case of <he galactose transporten. Aliqucís uíf 50 ¡ni. contuuiuíing 2 mg (dry
viciglil) elye-así, vieme nalded (suS ¡nl cl 45 mM Laubelcal malsoso cm gala.cuoae (0.5
»Ci/inruíet), rcapec(ivoty, anal jocubated al 2t>’C lasn 15 a. Sugaur upaake vas
s<opped by alíe adalition of 1Cm! efclíiltcd valer. Af<cr rapid flísmatica, tIte celta
anal liltena acre nahed vi(It 1Cm! of elijíted valen anal immediately aubmonged
un tiquid seinsiltation cocictail, anal lIte radioacíiviíyvas ceunted.
Effec( of elbanel oit inacihua(¡uan of ihe general amino acjd pernuease. Samples
(15 mi) of ceil cultunea gnewittg cxpenen(iatty en nuininatal pmctiae mediuní (lO)
<sibnus (LIS mg Ido’ weightj/ml) viene pus ¡ato prevamníed ‘-caseta ccnsa.iaing 13.15
ni! of 1 M (NI-14,S0 anal eshanol as nequined mm <he indicased Sinaí concen-
trasloas. Adíen incasbausion fon <Fíe ¡adicased tintes att 3IVC. a-c¡<nuttine uptake vas
measuned essea<ialty si previouaty deacnibed (lo). Samptei (1 oíl) of celta viene
placed ¡mo presvanmed mouatiag flska eoa<aiííing 113 ¡nl of lO aíM c’[U-
t<Clcitrul-
lino (2 ».Ci/pníot). Alter ineubation al 30’C Ion 1 mita’ ciumultine uptake ‘vas
stepped by (he sialdition of 10 ml of ehilleal aster. Afuer napiul flísnation, tIte cclii
anal tIte 615cm svere svashed visFí iO ml of eluitied ‘valer anal sIte nadioactivity visia
ooua<cal.
Effect of cíhanel en H*.ATI>ase ac<ivUy. Celta gmoisias cxponentbuty viaFí
níaltese vero Itaít-vested, viaslied. anal suspended ¡o 4% clucose so a cellutan
densi<y of aboní 4 mg (díy weight)!mt. Afuen iuíeubaíioíí ter 10 mio sus 3l>~C, tite
celta viere rapiallv Itarveated by filtrauien, fnea¿en ¡a ¡quid nituogen, anal suomed sus
7tiío until analvzesl. TItia <reasmeal vvi<It gluceso vas perfonmed lo acaivato <tío
H”-ATPase (35). Aliquota eforude membrsne preparatiena. eomneapond¡ag <suS
lo 50 mU of ATPsiae, siente adaled te (Fíe asssiy bullen. as described previouat~
(37), ti tIte absence erina tIte pncacnce ofthe jadiesited nonisentnatiuas ofeshanol.
ASter incubation st 30’C fon lO nilo, tIte roaction visís susinsed by <he aldiuiouí of
2 mM ATt>.
Fifecí of ellisinol en lIte actis¡mv of tIte tuagar tr-.unaspet-)ers. (Solís growaiog
e,aposieníiatty en gaisictose. giucoso, nr mataese viene haursesteal, visished, anal
auspeaded so si ceilaslar densi<y of 40 aig (dty vicigliuí aif s-eaat/mt luí 50 níM
K
2HPO4 (pH 6.0) fon gtucasae -anal gatt-acuoso trsoaport nseaaajnements oria 0.1 M
tanusunie aucid. adj usued se pl! 4.2 síu It Tris, Ion mMtoae unas tapen measo nemeala.
u ti tite abse neo en preacuice of ci haunol sis <tío indicateal casaseis asnal ¡005. Al iq status
of 5)) ¡nl. contaiuting 2 aig (drv ‘seipItí) (uf yea.sl, viet-o sudalod <o 5 ¡u aif 45 níM
taubeted gsitacuatse. siucose. en mal <oso (0.5 cíCi/uxmot). t\fu en incubas iría fsm 15 a
síu 2IVC. aupar upu sí ke vas stoppcd h~- <lío sudal ¡u ion aif iii tui aif clii leal vsi ten. Afuen
raupid liii rau cuí, tite celia atad tIte liite ma wcre viashed viiiii It) att <tI cliii leal visiten
sitial líe naud¡osteu ¡í¡uy vista ceuuuteal.
Ufecí el culta. no! <u a ferme¡iuatictt. t
5ernioa<si<<itt visía tu te-tau red nusutují sres ni—
esítis’ síu 351’C <si u caiuuvoituionstt ateuhaid (43). Sauuíptea (.5 tus)) aif celta, caíuutatiitiiiís
aítíuíauu 11.3 oip (dnísvoiglul) asiipetialoal ¡it alíe iasuesivaiu¡jiui uaur’nt¡uaí vi¡th 3% i’lnucauso
tus tito subsettisis aiim1 uín’aeusce aif euisainaul st) use usútacatued cíuíuceauraíuiauuía, aveur’
pisin-en) itt Watrtsasrgí-oaaoia-.tad iutuzatbaítoal att 3110. CC. tairuuustuiiiiu visís íuuíjusitu,real
fain 4 it
EIIucí tul rílisíuuutí tutu tite celtuulaur etínítan) tui A’I’I’. (‘ella ínr’ne ttauuvestent ntiín¡uue
ev
1iuiuueuuiistl guaisnt)i <tui usaíttaíao. sisusiscal sitial suspeitnied lis tisis itt cay íaííuíu síu
¡mu tite aitíaisí iris <it- ps-ose tocas felisa tutu) síu ihe ¡sunlicsjtr’rl Ú-auttccituu,u síautus ita
tiucaubsutod su) 31)0 luir 3)1. Sil) tun St) tui,. Sauot1íica aseo usítetí uy- uiue
n’n’)tsuisí nsauu tuttiiisg uuur’uiuauni <loan’ nilsed pievitutualy (32) aíiuiííííí) visusiíííí’’ ti tis Ci’ita
sílulí tttculuaustuui—isai ion síu —411’C. Alt viaja tstc.-isia rení n’aie.viuusia¡isaui)y yaití )>iuits>i
iisisrsíue k¡tsiae a
- Msurke uadoaisni líen urovia,ui y (15).rr¡tavuuua’ uuíe;uau¡uvnuetui. NAI)ttt i—eyuitnlttuiíuia’í-ua’dtaetaisr lii. tít it Lii
r’itavíitun’iuf st un’’’ uudui1ulsiaiuuir’ uohiisiul tutu - asan tuteausaíuon) isatisacraitoal tít un)erutan u
iii)) tuisiii si5uua ti uioautiuutis. lite tostisuhíitu titassuare n-iiutai~su~’al iii 5)) uuuM síu) isMuuí su
huir’ (1i11 7.5). Ls siM Kt’N 1 mM Ilsíslí uiatjuatjiatiac1 r-ittiatc tít t-
N lii) 7)) ~aNlnsuan- 1iuuuuuse o tui.i <1.1 titlal NAI)!>! U (ita,.)
tutu Li— t iii> sitan uit ti <‘it a aun’ ltjiitnlnist) íuuoíuít tusuise - ss~aus iuicatauiua,at tu
iii nunuiní. —>4 asno lis utuasí site a tasan tisitt1uer it aiao insta MIt. t’iaísitusí itiríuti
A ti vn sí isninsí. niutisucal sus nliss’ci)scai ¡tute tenotuco)? zita5 1 iain:u ííulauu A llusjs.a.iv.ata
¡tu relisrisísn’e 42.
luía’susIuI’t’Iuta’ ¡u. l’tuuin’ luí visís sIn’ cuí utiatoal uy tite tun’Siauíai u)
ti { it ilion tiro ¡p¡55itiatiu ivíilí rita tul iiuuiaiisítia surusí. 5atciuian it sus
ir—u.
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FI(3. 1. Effect <uf e(Itanet it, <he rase of cataholite itusíclivasietí of tite maltause
transporten. (A) Strain WCC4a, tmnafonmcd vuIh pLisatial pRM 1-5 csinsyiag <he
MALI tocos, vas Itarvested dunisug exponenlisíl grovialí vislí níaa!aose. vashed atad
suspended ¡a <he inactivation níediuní o <he ahaetuce (O) en a <he preseace <uf
2 (0), 4 (A), en 6% (y) cahanol, anal incubsaed as 3t)iC Wtíere isudicated by an
anrovi, 6% eshanol vsa aulded so tIte ccli auspension (Y). Alio vihene indiesiacal Fíy
sin arroye, celta vero harvested, vausIted atad suipetíded iii Inestí níedium a sIto
abseoce of ethanol (e). Al <líe indiesitod times, tIte celta ivero Fíat-vesical anal
aasauycd len malsose tranasporí siotivity. (B) Semitoganithmic písís of tIte <topes el
lIte ssmaight inca ahesva it, panel A againas eshanstí cooeeasrsueuu.
RESLILTS
Lifect of etitanol wí tite rate of ¡nactivation of (líe maltese
transporten. Inaclivation of <he transporten atarted afton abouí
1 it of suapension of celIa ir’ tite inaclivation nnedium ant!
followed first-ont!er kinetics auggealittg a italf-life fon lite Irana-
porten of about 1 h (Fig. lA). Titese resulta are in accordance
wiíit previoos findinga (28). Ir’ tite presence of etitanol, lowor
ralea of inaclivation of the maltose transporlen wero obaerved
depending en tite eosíeentratjona of etitanol. In tite presence of
2,4. anad 6% etitanel, italf-livea fon the transportenof abeut 2.5.
5, ant! >10 it, noapecñveíy. could be calcolatod fnom tite data ir’
Hg. lA. Titese resulta slíow lital etitanol initibita tite catabolito
inaetivalion cf tite maitose transporten. Titey also sitew lital tlío
inbiííitien atarla immodiately alíen tite additien of etitanol (Fie.
lA) atíd is reversible, sjííce yeaat colla líscobatod for 3 it la tite
presence of 6% etlíar’ol abowed a norníal nato of iuíactivatiouí
witon e(itanol ‘vas nomovod frem tite mediuní (Fig. lA). Witon
tite alopea of tlíe atraiglít inca sitown ti Fig. lA weno plotíed rin
‘a aeííiilegaritlimic acailo againal etitanel concor’tratiníuí. al
atraigití lino ‘vaa oLi(ainet! (Fjg. 1 B). Titja níatitoníatical nola—
1 ionsliip betwee n tite twe paname(ofa la prohably re lased so líe
actien ascelianianí of etlíaíííol. Tlío faicí titaít aun jnitiííiíieuí likc
1 lío ono aliew ti iii Fig - t waa atlae oiíaers-o d wilii wns o (líen
afu-aíiuía,SDBY 1869 ant! ATCC 4241>7 (roaulta nníl sbatwuí),
auggoata thaI actíailivity te etitansil ii-aa gene raíl feau toro aif <lío
íiaíltniao lrauíapcrt tiatetivallior’ o ycaual colla.
Etítatuol juiltiluila eítdocvtoaja tui tIte tnsuna¡>or(er. lIto roastíta
ahewui aulievo artggcat titaul OtitalIit)l iíílíibita itítcnr’aílizaítietí of tite
rau ulaptirte u-. .0.. tIte ti nat sop el degnaidaul ¡tía <uf tít ¡a pu-etc iii.
wlíiolí uoíííauiíía atn’tivc ir’ lito plauar’íat tuiotiitínauuío. Wc clueekcnt
titia 1ítíasjlsilitv uy ir’voatigaut¡tig tite lsucautiitti tui <líe tiiatltnise
trautts1íaíntcr. ‘Isí calaubliatí tite esíuinlititutía (aun paír¡licautiauíí ci
ilatatuusí uuiotuiísrauuío. al onautle uncuíílí¡aunc linoliauniítiatuu wata at1splient
itt al caittlutitueiua atlorsuse giautlicr’t autiní contniltuged sus t!osoniiset!
¡mí ~ atuid Nlethsínla. ‘I’itc diattilstíliauti <mi r’íaínt—aon cn-z¿s’tíioa
)ltuaiatglt lIte gtaunlicuíl iulnlic~utcnl litaíl iii etliauuu<tl—ttcautenl colla
l’ig. 2). at.s u’etl ¡a luí aíuítrcautont eolia (ur-suilta tía>) sitauvití).
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FíO. 2. Sulícelíulan fractionation in a contiuíuous sucroso gradienas. Strain WCO4a, tranafomoted visFí pisiamid pRM 1-1 esirlyittg <he MALI locos, vas Itanvested
duninagexpottelítialgnovthwi<li malsose anal asished anal suspended ¡a <he jnaetivatiea medium ¡o the presence of 6% eshanací. Afíer incubatjon of celís at 30”C for3 It.
lIte mide memhrane fraclion vas ohasuined. apptied <o lIte cosmtinuaous sucrose gradient, anal centnifoged sus desenihed o Malenialí anal MelItods. Fnactioas were collecacal
anal uaed te measure <lic sucroso <A) anal protein (e)eontents anal <he activity of uhc mamkem enzsmes: NADPH cytaschnome e roducuase (O), cytoclimomee oxidase (O).
vacuolar ATPaae (A), anal plasma meníbrane ATPsiae (U).
plasma membrane appeared, with ves’y little contamination by
otiten cellulan membranes, in tite gradiení fractiona eontainir’g
43.5 titrougit 53.5% (wt/vel) sucrose. Do-sed en titese resulta,
plasma membrane punification was perfonmed witit a discon-
tinuous sucrese gradient of 43.5 ant! 53.5% (wt/vol). Immune-
biela witit anti-plasma mesnbrane ATPase antibodies showed
thaI, censiatent witit pnevioua findinga (35), tite plasma mem-
bnatte accumulated mainly at tite 43.5/515% sucrose míen-
pitase of tite gnadient (Fig. 3A). En titis fraction, <hene was little
contamisíatiesí by odien cellular membranes, aa indicaled by
lite low activity of tite cernespent!irsg marken enzymea (resulta
net shown).
Witen we investigatod tite cellular location of tite maltose
Inansporter by immur’obletting it witit antibodies againal tite
Iransporten, we fount! tlíat in growir’g celís, j.c., celís incubated
fonO it ~r’ tite inactivation níediom, lite transponer waa present,
as expected, al tite plasnía membrane (Fig. 3D). Titis was
indicated by <he cofractionation of tite asíaltose transporten
wiíit tite plasma membratie ATPase (Fig. 3). We also feunad
titat ir’ llio abaence of etlíanol, tite transporten t!isappeanod
after 5 it of incobation otíder inactivatjr’g conditiona (Fig. 3D),
continr’íing previous finditíga en tite dogradalion of tite trans-
porten (22, 28). Howeven. in tite presenee of 6% elitanol, tite
maltose transporten reníained undegraded at lite plasnía mcm-
bratie afien 5 Ii of incubation (Fig. 3D). Titese resulta demotí—
atrate tlíaít otitanol ir’ it ilíits interna1 izadon of llie maltose trana—porten uy euídocy(Oaia. lii atccordar’tx wjt Ii lito known staalíj 1 ity
of tite plaama membraitio AlEase (1), Ibis enzyr’íe ronasatinod
otidegraided att tite platatii:t monílíratio under ah cendit ona
atodied (Fig.3A).
Etítauiol inítibita tIte iuuatel¡vsítiot, of tutíter plasína íiieuiubrstíic’
;>rtmteiuts. luí aídditiouí te tite ítíaltoae traíííaporter, a ¡tultt¡ior ci
plasnia tiiomitrauno pí-oloiuia are juíatetivaítod uuít!cr dillorotíl
ji hvsielogi calI co¡íd jIja so a Liv nl cgt-att! su lis tít iii títo valeito le al It en
jtiierutaulizauliouí lsy ouidtuevteaia (5, <u. lO. 1?, 1 fu, 29). ‘lo catauiíljalí
ji etliatuiel sílso juiltihita euit!eeytausia oi titese prototíta, wo nívea—
tigated (líe liobavior <ti (tao of tiiont, lito gaílaícteao trattiali&mftor
aIIm1 tite goncraul auuttiuie alem1 pcríííeaíao. Aa ti (líe eaíao <uf tite
un síl tose 1 fab r’ aíx tríe r, ni 1 ¡tíoo tu ata’ u-vau lo it 1 nj gge ‘a itíate) iva ti & muí a sf
tIte gaílactaiao lrauutapasnlcn (4). wtitiíc lito pneacnco <ti al getud
nitregen seurce, auch as NH
4~, inaclivales tite general amino
acid permease (7, 10). As shown in Fig. 4, wc found titat
inactivation of titese two proteisís was also inhibited by etitanol.
ir’dicatinag <bat tite effect of e<hanel is not apecifie fon tite
maltose transporten. itt <he case of thc general amino acid
permease, así menease ir’ <be activitywas observed immediatelv
after tite boginning of tite inaclivation tneatment (Fig. 4B).
Control expenimenta sitowed litat <be activity of Ihis pretein is
reversublv bat la tite handling of tite celIa ‘rs <he inaetivation
trealment (resulta not sitown). Tisis observation la ir’ accon-
dance aa’hit tite neponted itigit .sosceptibility of titia protein te
er’vinonníentai citanges (8).
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FíO. 4. lnhitui(ion by eshanol of <he imiactivaijen of <Fíe gatactause mransponten
and tlíc general amino acial penmease. (A) Snaio ATCC 42407 asia Físit-vcsted
durjng exponcatial gmow<h en gatatetose sitial vauítíed anal suspended a mho nao-
<¡yahoo uí,edjom jo tIte absonce (O) Oria ihe preseoce of 2% (E), 4% (A), en 6%
(VI) cuhatiel. Alíen incubsiuion len <líe indicateal times, galsictose (ra.nspert vas
níesisoreal. (B) Strain 23346e vas hauveatod duriag exponensisil grevish suad sus-
pended in <he presotice of itt mM (N11
4),S04 anal ¡a <he abaencis (O) en ¡a <he
prosence of 2% (0), 4% (A), or 6% (VI) esItanol (final coneenaras)on) si de-
tenibed ¡o Matenjais anal Mcthoata. ASter incuhation sia 30’)? for <he indicaseal
times, citrultine snaaspert vas nicasonod.
Mechanisní of tbe inhibi<ioru. Catabelite inaetivalion of
segar transportera requines energ\’ and utilizalion of a ferment-
able aubatrate (2, 22, 24). Titerofore, ono possibility is titat
ethanol initibila Ihe endocytosis of tite transporters by docreas-
íng tite rote of fermentation and/or tite levela of ATP. We
investigaled titis possibility ant! found titat titene is no apparent
connelatior’ between litese parameíers ant! tite inhibition of
ent!ocytosis. As sitown itt Table 1. tite effeet of etitanol en tite
internalization rate of tite maltose transporten was subatamí-
tially greator titan en fermentation en tlíe ATE level al alí
concentraíiosís of etitanol tested. Pantieolzírly relevaní is tite
fact titasí a normal ralo of fenmontation anal ATP level wone
detecled ir’ tite prosonce of 2% etitanol, wlíen tlío intennaliza-
tion rate of Ihe transponer was inhibitod lis’ more titan 60%
TABLE 1. Effect of ethanol rio fenttietimaítinín maule sitial ATP lestela”
Ethsuuísui
catubctí
1<»,)
Eutiaiiiaii—nioaiiautent ialiihiuiatui t’~) of:
tittettsatlia’siíiaia raíais
1’ Eisnateustaui¡atui ram me’ ATI’ iovvl’<
ti O ti ti
2 65 3
4 86 It) 7
6 95 39 22
Sir ¡mí WCClau tnsuutafmtnuiicni asistí faisiviusial pRN’t 1—1 mise A/API <tosía
vms ti mrvi-sianl rlsuiitip expsuiioiut¡síl gtítvmiu isiuFí uííssi<ííso. vísístaení sitial a<uapeiialent ¡ti
tun mutui-tui utamusí iterO <mmii muí auhicitisis tun ¡mí tiar’ mese tice aif n’aimaísumíiii ilmo lisa ilraíioal
nuutí ni-mili m usuta tun itteuihsuient síu iii’( liatusa aire- tus’siam astI urs muí u vatespr’ni—
íiinííls l)tftrsi-stn’n’a tin’tii’OOtt tite mvii jisutisos sun-av -1 ti)’, -
status mullísc listo ntuautia’aiu¡sima ratie ats tite tau taitiur nr sisas jisilisui)smiisni li-simia
itir vtmi
1srs al) mita’ smnsmie tít ¡míes muí ¡iv lA.
1 tun i i-sutani ilauuiauíí su metí) gisun—aman’ lii mita’ sitiantino mil n’siuaaituu 1 yeaís 173 uiuuusitt/e
iii 1iumtintuí ti
S titupí rs Síu ale trumuuiute time eetimíi.-íu a-ittmitsui tít Al! sirte mu iitai¡itr’af -ulucí 5<) i>)i
sitial INi) usuití ami itinautisitlaimt. Situtitami rostílisísí’ ami la isilius-’ten mime mi mure ¡mioma
te ritmas. ulí.— Allí Iran’liii timo sítiací une mil s’uiu.mutum i vms i a’ iuiM. Fuir ti un
Isiuluí tía. tau luí traía—etiítisur vtuituiuie tít 2.4 uit sama <atuy sia’igtjt) muí yr’aíat tau 1
suasustimn-al ( ?t)Y
02< -
FI O - 5. Efecí of meihannul, iauuprsípa no!. su mmd ‘e—pnaipsíoel mí tIte mate tít ca.—
tahelite inea)i’síisumí. Smnain WCG4a, <manafonnued vilFí pisismísid pRMI-l camtying
<he MALI locos, vas lisirveated during expcneuitiaul gnauwlh vitIt msittessc anal
aneated sus in Fug. lA o tIte absence (O) en ti tIte presemíco of 1% (0)’ 2% (0),
4% (A), en 6% (7) níetliautol (A), soprepanol (B), or opropanel o)?). Am <he
jadicateal times, tIte celta acre lisirvested anal asísuyed lcr maltose Inanspora
activi<y.
(Table 1). It seems, titerefore, tlíat tlíe effoc¡ of etitanol is nol
duo te tite inlaibition of eatabolism.
Etitanael, like etiten alceitels, alters tite organization of tite
lipid bilayer of lite bielegical membranes, giving risc te an
mercase ir’ tite molecular mevement wititin titese atructures
(membrane fiuidity). Titese alteratiosís reatslt frona a cemplox
combinalion of pityaical effects betit directly en tite níembrane
ant! en tite merabrane environment, whicit depend en tite
lipid-boifen panlilion eoefficient of alceitola (fon re’u’iews. see
references 14 ant! 39). Titenefore, anotiten possibility is litat
etitanol initiblis mr’ternalizaiion of tite transportera titnougit al-
terations produced in <he organization of tite plasma mem-
bratie. lf titis ‘uvero tite case, lwo predicliotís eeult! be made: (1)
tite inbibiliouí wotsld nol be elitanol spocifíc but woold alse be
preduced by otitor alcoitels, ant! (u) tite initibition produced by
alcoitola would menease wilh ítem lipid-bitifer pantition ceel-
ficiení (14).
Tite results obíained met litese lavo predieñosís. smnace ave
found titat citen alcohols, like síselitanol, isopnopanel. ant!
ea-pnepanol (Fig. 5), initjbited internalization of lite níal(ese
transponlon ant! also thaI tite initibitet-y offeet of tite (esteal
alcoitols inenoased in tite following orden: metitanol < elba-
aol < isopnopanel < n-propanol (Fig. 1 ant! 5). Titoso facía
stnongly itídicate tital elitanol iítlíibits ont!oeytosis of tlíe trana-
por(er tlítmíuua!lt its cifecí ouí tite atructuro of tite plausnia níení—
brane.
Eutdocytosis ¡a íuarticulanly aeíísiljve <o tite action of ellíainol.
Speci lic ftíuíct jons of the plasma membrane are acceniplisited
by a varieíy of proteina, whoae etlicieacy níay dopeutal opon tite
lipid bilayen (irga fl izatit)n. Mauty aif llíese prasIo ina aírO jutípí
caitod ir’ tu-aínaporl pnecoaaaoa. Te cahíhíial, if atilio t- itutietiotas of
plaíauííaí o,enibraíae asno atli’eetot! líy etlíaansl te al ajuitilamr cxtomit tau
títatí of ouit!níevtoaia, ‘uve itatvo invoatiga(od tite oBoes of cíhatuinal
en tite atetivitv of pro(ejuía wlímeit plamy iníííasrtant catísibelie roles
aí tít! w It ¡cli a re aí tuotíg t1,0 uíioat au tiun d mu uit jn tite s’eatst pata mii a
uiieuíilíu-auuie (38): Ilio II —All’~tae, aviticlí la nca1íaur’ailíie ion tIte
exít-uaiatuí of líraulriuta proalaucod luí caulaulíelian, aif 1iaiasivelr’ aif—
fsíaenl talas <líe colla froní lIto íttot!iuíí, (
9.3(u), siutrí <lí aauszaít
lnatuiapaurt avatema aif glateos , gaila etssao. uncí atauliose, aaliin’lt
autauiy-zo tIte it-al atop aif glyoelyaia mutual mus tite ralle <uf fermuiemí—
talleul (It>>. lIto moaníta ítlilmuiutcnl alnuw iltaul att auil t’attin’etitnau—
llauta a,i otliatt,n,I lealoal, llie itilertiatli-,attiauii raite <ti lIte uiiailtose
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‘I’AIII.E 2. EItei-’l tul eulíauuííut tun II —A’I’I>ause auel¡vity
muía1 nauto tul aítgaur upisukc’t
u Li It st tui
cttitout
timttaiuiuui—<uieaí¡sutotl inltiii¡i¡iiut (~h’) mí:
A’ I’¡’suac
suta<iviuy”
(ipusike’ tul:
;aíísueumuae (¡taitauute ts<¶atlttuse
O 1> II
2 <5 7 2! 6
4 <5 25 29 25
6 <5 35 36 55
Sartuiuí WCG4st lraunsfa,nniod vialí ptsíantid pRM1-> caunuyiííg tite MA!.! tímeama
vsu< Itsutwesated doniuíg expatutcut tisul gtuu viIi vi ah ma. «sae ir gsmlstctuusis (ion gatt tícimíais
upuuke ntea.saomcmenha). In tite cause tuf II’ -ATI’asc, lIte celta viene tíamuveased.
vashed anal suspended utíder <líe iuísueaivaa¡mun emíndiuictus ¡a tite baeflce aun
presenee of eít<ottíel al <líe luidicated ctuneon<rat)tifls, anal incauhated al 3t1<C. Dítisí
ame mean values Iktr tve expenimensa. Dituerences lietacen tIte <ve values vero
<12%.
fe ATPaso ac<ivily lo <lic abseoce <uf ctliatíol waa ¡.5 U/mg of proiciul.
TIte upsake of gautatosose, gbuctíse. anal maltose jn (he atuacoco of etItanol vas.
resspec<¡vely, 4.7. 10.4, anal 8.2 mmsuí of hexosc¡g of pmoseiuVlí.
transporten by endocylosia avas more strongly initibited titar’
tite activity of lite proteins inveatigated (TabIe 2). Titese results
indicate tita( ent!oeytosia ja particularly sensilive <o etitanol
compared witit otiter proceases occurning at tite plasma mena-
brane. Tite obsenved lolerance to etitanol of plasma membrane
proceases otiten titan ent!ocytesis ja ir’ accondance witit previ-
ous findinga indicating titat ameng eukas’yotes, Soccharontvces
spp. appean te be tite most alcoitol-resistan< organisní (14).
DISCUSSION
Ent!ocytosis is a veny cemplex proceas by witicit macromol-
ecules, solutes, ant! plasma membrane proteina are internal-
ized inte vesiclos witicit invaginate fnom tite plasma membrane.
In tite case of lite yeast maltose transporter, cnt!ocytosis la
triggenet! by starvation fon a nitrogen seunce ant! requires <líe
action of at least <ave enzymes of tite ubiquitin patitway (23),
microfilamer’ts of actin ant! aclin-itint!ing proteins (27). asíd
clatitrin-coated structores (23a). Sonie of <bese preteinas. Iike
tite two er’zymea of tite ubiquitin patlsway (23) and clatlínin-
coated struetunes (30), níigbt be iaíplicatet! la sigtíalir’si ant!
concentration of tite transporten ir’ specific portiona of tite
plasuíía niembrane, witjle cIbera, like microfilamer’ts, níigitt
play a t!ynamic role ti lite invaginatirin (17). Etitanol, titrougit
ita cifecí ir’ lite lipid bilayer onganizatior’. coult! nifecí several of
titese proteina, nesulting in a strong effect jr’ tite action of tite
witole ent!oeytic níacbiííouy. Titis ‘u’u-oult! explain tite gneat sen-
silivity toward otitanol of níaltoso tr:íuísporler ent!ecytosia coní-
pared witit otiter funetiona titat alaní occoral tite plaamaí mcm-
brame líut depend asti tlie action of al siuígle proteití. Tlíe fact
thaI iííae(ivation el tlío gatlatctoac t rattispor(er ant! tite getíeral
animo acjd perníeaao, wlt icit alío rcqtuines endaey(oaia. a sUso
senaitive tas etitanol aruggea(a titaut souíaitivi(y Ití ellísínnil la a
general feautoro of endaacytoaia. tl’his concluajon seenís quite
logical, aj ncc tito reqhui remonta ion o udoeytoaia ti tite yoaat
- e’ atppeara te lío gnoattly eoííaet’vod (5. 6,
.S’ac’t’Iua,’n;;¡toes c’e,e’í ‘ssaalO, 12. ¡3, 16, 17, 41)). Intorcatitiglv. it haua beor’ aito’uvui <Fíat
lsíuíg—lortii aunltiiiuiiatnattt<uti oi etliatiiail las atnjmaíla maírkedlv ini—
~saíinactitloeyloaia oi st tiotulier att ilatautia memliraíute receptatra
jn líopattoeytca (3, 41).
Sugauu-a aíras tite natal jtii
1intt-15t15t caurticul auud ouícrgy aout-ee aun
yoaí al celIa, al uit! o t lía ti sal ja tite uitaujni r prodttct cl atugal 1 tal ISí ita a—
hisun ji) (lis orgatuiialtt. Aa st couiaea~atOuic’O. utuidon lsulíoraítorv auit!
uídttalniaíl eaundjtjouis sus woll ata itt tautamnal itaíbjtata, yoaíat tolla
tíiauy lío ¡ti Ilio íroaoticc así etlta<utatl att eaaticelitraitjn)tis iii ‘u’u-lííelt
ctidaaeytatais a iuíitiluitct!. ‘hija fatel risea (líe queatiaatí aif tite
ji Itys ¡tija ígicaÍ 1 u’elevaítice a) i e nalocyl tsala. Gute pa usai bi Ii íy ja> t lí su
cust!teytsusís sitial ¡cuicas titeuuiailizsttjaati tui 1,Iaí.sm’i-u unemhraítíe
protcina are naurmal 1 y ulogí igiblo amíd títorefore tite presenee tsr
tite atitaence tu 1 lic iii luihítain ja rneícvaíat. luí t ¡¡ja case, cndaacy—
(ataia sil sogstr tnaiíapt triera would beesíruie sigííilicanat ouíly u nt!en
aartiljeial osanditia tui,-, j.c ., adíen 1 ratuialer así lite colla Ita a frealí
niet!ium wjíIsa,ut sí nilmge¡i aanurce ant! with a lamentable
auita(rate. l-lcwcver, cailatitol j (e iuiae(ivatio¡i of augar (ranaspení—
era appeafa la) tao ma)re tlíaín a> cunioaity, sjnce it itas iteen
reportet! duniag enologica¡I fcrnícntalians (33). Since cíhanael la
present at higlí concenlrautjons iut sucit formentationa, yeaat
colla migití hayo doveloped somo dovice tas emncumvont Ihe
initibjtin,n auf ent!ocytosia by ethanol. TIsis posaibility wiIl be
inveatigated.
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Clathrin and Two Cornponcn{s of Wc COPII
and Sec24p, Conid Be Involved in Endocytosis of the
SaccIlarofliyces cerevísuw Maltose Traíisporter
ÉLIIA IíENALVILR. PILAR LUCERO. EULALIA MORENO, AS)> ROSARIo LA(;UNAS*
¡ji a/i)uaUi ala’ lo’ ‘a’sftg0C~C)/i(’5 ¡han,í&liaa’S. (‘SIC? ~
Rceo ved 1<> Ni ave ni líen 1 95>8’Aeee
1ít cal iii 1 :elínsí a,uy 195>1>
i’líe Sacel¡aromyce-a cettt’iSiOC uitaíl(usa’ t raitispiurter is a 12—tu-al ItS íutetttlmfltitt’ segíítastit proleiuí litatí uuíaler cerlstj ít
pitysiuultgicatl cíutstljlitutts is degraded itt (he Nalcílole aher ~uiterflauljZLttj<ulilatv t’ntIuinlt>Sis. Pt’evia,aus s(udies
sht,’uí’ed llísul endocyhusis ami’ litis prt>lein is dependetít (un lite atelin uit’lWt>rl{, ja independcuit of ít,icríu(ubUIeS, and
reapai res (he Ial usdittg of ubiquitin. It> Ibis ~~orln,MC alfil-nl laical 1(1 determul ute ~.-iticlicoatí praula-itis are involved itt
tuis endoey tesis. Using tíuíjíanís delecljve in tite hesívy citasin of clatIurin sund itt severa! stuluun¡ts of tite COPI
sund (he COPII conhplexes wc (minal thai claititnti, ata well ata lwo cytosolic ssul)tIuijls of CONI, Sec23p and
Sec24p. ciutulal be its’uaul~ed itt jnternalizsslion <uf (he yeast nisiltose traíns1wurler. Tite resulta atísas indicate tlíat
emidaaeytítsis of (he níaltose tratnsptr(er anal of tite a-factor recelalaur cutuld hsí’u’e djfferent rea>uiretuitttlS.
Vesielea are rOSptttlSiiliIO aun tIte t raillie aif praitO mía la tite colla.
Fomníal aun así vesielea neqiii res tIte aol asti of erial protei na
aa-it icIi a te rocralitet! funstis t líe ev1 asaní 1 asti tas a psinl jcolar nie ni—
brane tas dnivo lítídíl ing anal [5 Scleot dic ‘u-cable eargnu (fon
revic’uva. seo roleto lícea 31 aí ni
1 49) la Ss¡c’e’/uw’onuí’a’cs C’a’,’c’)’iSUU’
colla, tisre tv
1íea el vosicles witicli ditier ir’ titeir fatactiotí ant!
canil ami posil ion hayo tícemí ido nt ified- Cla(Iínin—Caistted vosí-
cíes, forníed fraam tite plasnía tiioaíbnauíe anal (rana—Gelsíl nc 1—
work. atro itia-olved iii o tínlaaevtaísis as ‘ucd
1 ata iii tite secr Liastí así
prote ina (fon a rovue’uv. seo r ference 43). CORI (en eníatasme r)
ma a largo c’u’(oaail e preteiuí castílpIca wliiclí fnsrnís al ceatt arotunt!
voajolea líatt!t!iuig Irasítí (líe Guílgi aíppaí rsít ita al tít! etídoplatamic
retictíloní ( ER) (3). Ita rallo lías ticen a stulijoc( aif celitraive ray.
tííut abceatrnttl su toní al su Isí atíggcat t lísu t COPl ja ir’vol’ued in liotli
ar’(eraigratde ~íuít!rotíasgrauulo traííía
1íaírt iii tlíe ER—Gailcí sa-aLem
(fon revtea’ua. ace te ‘e me lícea 8 sí tít! 42 Y Sasítie coliipelio mita of
CORI uitiglil aulaat 1ilaty’ st role un carla etialtteytnisia iii aiiiitiistl colla
(1. 1 ti. 49). CO l’11 a sí ni-st líen evtaísatliO cauniplea avitiolí d recta
tlío líut!t!ing aif vesieles frasní tlíe FR atuid la involved n 1 líe
anterograde tratusapasíl así pnaiteitis tui Golgi (1am st nealeate. seo
rofe [O tice 24). Te aiim r k ííasaa’leilgo. caidemico len a ni-ileof CO P II
jis ouidtsevttsaia lísía 0<51 líoeíí re¡íortenl.
Soltbtea. reco1itairs. autíl daimiusigod nír ntuiuíociled plausítísí níeííí—
línasuse píriteluis a re julIo nula’ izeal liv e tit!<tovtuc vosiclos. ‘1 ave
marko ra a re echona
1 Iv osed tau iulíesí i cato o uit!aíovtesi ir’ .5.
c’ern’í’Lai a’: Ltícilen vol laíav (‘1-1 ata a nasmíapocilie níarke r aif (lío
finid
1ílísíse oiitlííey’toaia liv ‘uvliioli Iíaílk saslsítes aíre iuííeníísslizcd:
<ini! a— ‘u ad a’a’factnsra ata apeei lic nial Wc rs así tlíe reeeptnir—mcil ¡ —
aten! e adiseatoaja liv ‘uvíi cli s1ieeiiic asilo tea airo iíítennstl izcíl
avitetí haití ial (al apecilie m’eee1itslra nití tic CCLI sun-toe (12. 47). st-
and ns—f síetulra lii ini (as lite ir 7-t rsíiiatiieiiilirabnO sogniotil (7—TM5
recept<~ra attími abre aíitentisulizet! alía
1 degradod mí tIte vacutíle
(It)). Tlíose ‘7—’l’MS rcOOlit<tnS Lilao sliaiw al etííístiliitt’uO euiilatey—
lausis. avíticlí Iíeeaímiiea aí
1i1iatm’otlt mí liii’ sílíactíce of tlíe corre—
apattinliuig ílíeniumuiaiuie. Itt OnOití ~eLtns.Li uiamtitiier ail plataitisí
aiemíílíratíiat 1itatteumta a’uitlí 1 i.tu’iiiaoicuiilíiatuie aeguilclits ( 12—lMS)
líaive líeeuí aliatíatí tal Isílltiuse etinliin’~tstsis. Sevensil Irauííaííaurtera
Ctínres1íaítui-tiuig atauuttmin. Maí¡l¡iig amaldínsa: lusauilaito alo liiioal¡gateiau.
tuca t4¡attitéi-liesís. (‘SIC’. Antainuí l)sípcnin’n. 4. 25al)2t).Ntatninint. Spau¡uu.
lííuittíca.i4.i>l .5854614. [aix: 34—<>t—5854557- IL—síuau¡l: RIatgauutats(mu iii
-u a mmii -n’
Cornplex, Sec23p
‘uclíjelí aire iiiteruísmlizoaí avitlísiíít biííiliííg así oxtoruisul Iiiiauíd iii líe
degradeil itt dio vacuatlo líelníng te díla gneup así praitoimís (13.
1$. 23. 2t. 30. 35. 36. 48). Aninsuisí (boso transportera. tlíe
nial lalse 1 rauiapa)rte r seouiíS avelí alt i (cd as ami ent!asovtjc ni arke
aif tlíc 1 2—TMS prole lía simíce it la 411 le ahondan (iii vestal col la.
alianva a it asehemii bat 1 aid ‘u’~ t’u t it a t caí mí lío e atai la’ me asti red, allí
t
la well clístnactenizet! buítlí tiiaseit uiiios)lly (Ion al neviCW. seo
referonce 25) ant! geneticallv (7). Previcus atudies sito’uvod tlíat
etidoevltíais así tite nial tese t ratíaportor a partially depende nl
allí tite atetití tieavaírk. ja indepe ideuit el niicrotuhíaulos (32). aun1
roqítirea tíiíit!ing of íítíiquitin. probsitíly aa a signas! fuir endoey’-
tesis (28). Wc atíempí líe re tas caí ablislí witiolí of tite caíaíi
prastol lis ja involved ití oíídaacvtaaaia of tbk tmamíapontor. Wc
uuivoat igated (was atopa así e íídaícytaíaia ata follníava. 1 atennatlizsttioui
‘vas t nvestigatíed by niosbao ni íig tlio deorosíse ir’ transpon! 550(1v’
itv ‘u’uidí raiditísictive uiisíltnsae ata aciAl ata tIte t!issípposinanee of tIte
t ratispairtOr frasní tlíe plstaiiiat nie aíbraíno avi tu an(ihaidieS. Dcc-
raídsutiaííí aa-ama uuivestaesited tite faílltsvuiuig tlíc cellítiar con(elit amI
tite transporte r avitli aatitiodies. Uai uíg síraina deficiont ja tlíe
elsitliniti lieatvy clsstiui. iii tite a—. ~3’—.aiim1 y—CORI subunita. aín muí
tííc COPII c<stnpasneli(a Sn’c3p. Soc?4p. Secl3p. Sec3 Ip. ant!
Seo 1 6
1í. ‘uve condí udc tlíat cl atlíni mí sítíní (ave conípamnenta tít’
(O 1>11 - See23p ahí
1 Sec’4
1í iii clii lílate a naile luí <líe ir’te rnaíl -
iZautialtí aif tIte nístltaiw tra<tta1iairtor.
al-vr unItt xIs ANta Nl [‘ti la)liS
ltu’smaaa’uuus- 1tsQ alatí ítuuuvn sí intuit umun-ed otsouíu¡taímsí¡sir’aOn’5t00 nesigeutis asare
intuís As iis’r’,)i.jtií lista—ni sama uíuísm 1 it a5atn (‘tíamliuiuim. t’iilied t.¿¡isasduuusi> (Luíais uiitii~
namitiiit siiii¡tiuialid~tíOimiNiat.’5vL’ aiimmí <suar’ sama liii uit Liimisumlasmr’ lísienuiam<¡iittstt i (‘‘mi
nitimí. (sutil.), cal) tuitios ro-me tít’, isran tui suiiamlntieamt isratalo. -
irsial atrauluus atítíl grutíuilí aíuuumtuu mini’,. ‘tite eetiiim;íiesi aif mlii-’ asnamuuis —uro río’
te<¡tieai ¡ti ‘isiltln’ 1. Al) mita-va’ síu mías’ sarna’ iíissit’)a’ ami 1—rita mmmi níail saise tun ‘acre
anatuisluirutted asiuis site missmtstniu1ia íd uímisin> ítiSl 1—1. anítielí cauri-les> miii-’ 3/tI. ¡ iminta’-
<3m)). ilse mrmuusfiinittenl na-ila maitiala reía sitial u nsuuiapsint -1 níuttaiiO att niun’, lía
asutile sus utimuir mu) muid ii-mini latía vis isis’,. vi-e ni-’ grimas-ti mm ‘tÉ uutatrsiamn\ sítamion
u si-mí ma s-maisaiu’’ iuiuisa’ — 1<5 ye ‘usar’ as nint uis)5t1 smi—a -
sisal 3 í1uísu mmi u uí5ííuííaaíí tau ls-una íms¡iw.amsiatiiii1 ítístí ‘o (oíl ‘íaisa tít
it tirenl tía-mita’ asti ni sí’ tututasa la)amisa aun-ssmm <miii imite
a’tuutuliuiitmu’, fu,, a,iultir,uuusu’iuii ita’ ,utamuiuisu, lrsuutsluitrtrr tui
1 tul ti ir
ra-aa’littiu a i-ti sa’iii- iuursr’vsa’a 1 almmuasu’-o -‘ tmuiun’iimaaii sai-tías mli u tuíí5í m ti muías
si--u tui)) viustiral usual v’i’)un5inleal ¡tu .3 smi lííuítes tít mu ‘iii
u tiOi-iiiSst i’tsnlo’,i-titanil iiinaiíiis la (así mii mlii-- pravotune mil 2<5 cii etusa’ sitial 2Si)
ma—Ir—-mr-ir-It ir’ alttuuiti Itii-ti ita’ ini mmii si .iatulsi lisio tonisil a—aíuím tutusí umuutíuí liii--’ austín-u a—
‘,mmuíiaa ata tutniili.uua.al ti 2-) 3 tu,’- a mí unutatus- sisaitaer (íslu n>tmtt) 5 tmtt
1iia’stu) tío
siSs)ioaussm.tssaaear’ tuis’mt muí jtiitsmv uu5uins. sima! euualiueytatsti mil tít— asti misa’
sitial mm) lía u- imaímuu ucosísimua ma ti
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.4. “í’nu’u’nvoum’ st nauumí( re femeace
GItYI lOt> (47)
01tY418 (47)
RSY255 (2!)
RSYII9Ó (21)
RSY6I7 (2!)
RSY277 (21)
RSY2i-Si <21)
RSY2Ú5 <21)
RSY952 (21)
RH402-6B (26-u)
RSY146 (II)
RH448 (19)
RIf 1436 (19)
(Se miiaiype
MA ‘las /e,í2-3, 112 ína?-52 Iús4-519 np! <‘muí
A-JA Tú lamí?-?. 112 u,sí3-52 1Ña4-519 np! comí]
o/mo 1-521
.4--JA Tam ,í,a3, 52 /c’u2-?. 112
MA Tau mu-a.? -52 Ioo2-t 112 sic’24-]
AlA Taj mira3-52 /c’m2-3. 112 serIé-]
4-1=1‘las nra3-52 .v’o21-1
AlA Tas tjret3-52 luis-]-619 soo23-1
A-IA’1’cu ura3-52 lui.i4-619 seso]?-]
A-JA Tas mmra3-52 1a’o2-3 sec3l-1
4/A Tas ura? la’mm2 luí?n-J las? np] rae!-]
MA Tea muo3-52 /a’m2-3 tupí sc’e’27’1
it-JA iSa mero? lcm,2 l4s4 Iís2 bar!-!
MATa ura? lea? Iu¡s4 í’s’e’23-1 bar]-]
Endocí-tosis ob tIte uutaltose tníutusporwr. Ti, mestaure ondaícvmosis el tite tasi!-
lose arsinspasníen two síepa wene maunimored. ioteraaíi¡zamioa anal deensualauiiuía.
lotemnaslization was ateasured ha mauni<eniog lwam pat rabníc tena, tIte deeresuse mu tite
rale of sranspomt activiíy wittí msidiaíacuia’c maulmcuse sia prea-inusisa descnihed (35)
anal tIte disappearance of lIte tramíspaunuen lnaíai <he piaussuiisu nenibrane bis mimo-
aoblatt<jng punifled platama momhrane pnepsunautiauna sus pneviousls descnibed (29).
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la tite sitien caían’, tite It’ —A’tl’auve si-ama uisosí u’t%< su ususínter [mmmii, aif pisusuuísí
tncitílurs,utc (43). Dcgtrstdsuliauiu aif time ttiauiuuise mratispauníen waía deíerníiumeai y
iuuíaíuumauluimuuí¡uue ensínte exinaucí mírní~sumsmuimuuí’, sus liuu’s-iiuaialy aleseniluod (29)
l-:uttmma-ítuiala muí títa o—ILucuttr ma’a’a-íumttu-. Cuuiusuiiatujve cttalsucytitsia aif lite au—faía’ímmr
mecepíatraías nítuuíl tiuned uy umíeatauu ring its ram te of interna 1 ssmm jito ja <he ahseumne iii
mlii-’ muilenuuníattma’. i’aí mliii onal tite si¡vu’mPt~amrsince sur tite receptor Inmiutí tite písísususí
aunnulinsine siam a tunja ¡ tiuned uy mí ucíusuuniumg mime huíuding uf lauheleal ci- Isíetí mr y Ilmo
p ni mcci] mure al cae nl tíed luí re lereluce 4t1 wimli - <tinte nmaídi fmcsu lucía’, 2 cuí a, iii ti ion
aíutis aif mise 505km samipemasimun luí mito aumnmauajamni.lmce níndmuuuí <‘,cn titutan’
aaunisitittítaa sílíausíu 5 x <1’ ca-lía. were iuueuiíamucd [tunvamiatus musís penmainí’, -it ‘4 mii
32V. Nos). 11.5 miii uf 2)1)1 íuiM NaiN, tuumsí 2)X1 otM NsuF twa> uuuluítííiuuna mil mita-
emir rías- tít cusítímíl ¡síu. was ausialeal tít atmup euualatcytoais. lIte celta wene <líe ti bu <vestes
uy ceuuín¡fugauíiíuuí atad suspeutaled mí <525 oíl el timo niclí íííedíuuíí PUAD preni-
tuuiiv alescnibed (SI). ¡nube presence íuf 1)> mM NauN, anal tti níM NaF loO 1 tuI
<ml tisis susponainín. a It) — M biosí 1 caumíceuí <mal ¡tun cl’ itS.lahoied es f uctair cha m ocal
suad punilied as alcacnitied prea’iumusiy (12). wais sidaled. Afaen iacath.utmaíuí ‘tun it) nula
att 31 l’C. 2 att aif tite YimUAD níed ¡su ni mí tite presenee of alíe ¡mmli ulíí<aíní síus maldeal
sí od tite eolia a-ene haira’eated It
5’ fi tu rautisun llmratogtt GF/C giamas filíen filmors <2.5 cmii
distuisomon>. wsuaahod sa-istí 2 nul iii lIte sasuuite mealiuta anal cutunued Ion thein raidití-
sucuis-itv. Te suhínsucí lIte rsídisuaueíiviay due laí unspocifle hioding of ube isíhoteal
<u-factair. ecauratís aa-eme mmi ji, psi rau leí. luí tít a case. <he ccl la avere addr’d muí su lii —
Nl limísul ctíncentnsuujrin of “5-lauheted u-ftíctaun plus 4 Y tO~ Nl unísuheleal es-faun-
li-ir.
Crude catraca pre~íaratiou,, plasma usuembrane ~njflcaíiuun,and immtiniubloa-
ting. Crudo exmnsící anal crudo níenmhmaune framemitun avene mubisuined as pnesiíuuaty
desemibod <45). Ptasuiísu níenílínaune purilicamisín sí-as aeh¡evod by appiieauíiaín ssf tite
craude meathramne fm-,íctiain tau a diicatn<jnuatoa suensise graudiena sus previsísusta-
deacnibr-a! (29). Ssunpies cf crudo euratom munal punjtieal pisitaisí membraune prepaí-
Time <h)
e
chcl
D
24
0C
4~ uutbt a-
WT— •..~
350C
Ata’ 4-5 - -
.~ —
0 1.5
075 2.25
3 4 0 ¡ 1.5
075 2.25
Time (h)
FíO. 1. liuicnutauiizsmsiusut sitial ategnsunlsus¡aííí att mliv’ muisíl umíse srsisua
1íiíruer ¡mí suuuiaitamitm defer’mive luí eiamulirist. Sursuitas a;u’Nt ¡ini tevíe’¡, salid type l’u~’~la O) muid (lu\’ lis
(a-/aol—la A). tnaííusbmunnmcd wiití time piaíssuuinl ít~M 1—1 r’suíra-¡utg miso ¶141.1 titeos manía’ iuamnn’asn’d dainingcxpiuneimsiaii gnmusa-ilu ami 24V. waiaiieal. sumuní aimi¡ieuuniod lo 3 aíí)amísír’a
tite etidmueyuuiaia tttr’diuitt. Altar jiin’ul,sttimiít síu 24V (A sitial Ci tsr 35V (II sitial 1)) luir mita’ iuunliesumed tIntas. mho eolia avere tisiuvested misal síasauseal fmmn uíuam)lmm’,n’ mnsuttv1iaíniei
sun’t¡vily (A sitial Ii). Tite utíamiimíve mnsiiusiíutrin’r lisiusrí ii-smi du’mer’ued tía ¡musuttsitaittultuutiutg ai)la1auiuts. eiinisi¡stiui~ 4)i ,nns mil pniima’iit mil a’ei)uu)aur n-aumaíeua uttiismlsmn’al ami mho liua)lr’aitn’st
mutuos (C anal D).
o 2 4 0 2 4
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FIG - 2. Dissippesmrsuamn-eauf alta’ nusí 1 atuse u rsna
1s unten líxiití time ptamsniau n,emhrsíuue ¡ti sí mimo tamos alelen-u¡ve mí ciauíunu - Su ramitis 6PV 11(10 <<WC!. sí-ud tapo 1 \i-l It utita)
(iPY4 18 te-fío)-)). tramaslí nnmed wiuti lIte lítsianu¡d pRM 1-1 caimnsing tIte A/AL) ascua. vi-ere msciiav’ií muid Incauto] sus ateanrihod ¡mu tite tegemíd fsm Fig. 1~ Alíen utcaihstuaituu att
?.¿íC <A suad Ci tur 35X’ <13 sitial O) nísutí sise mraunspitrler (A aumid II> anal <-1 ~‘ATPstse<(1’ amad O) avene detectad fis- ¡níníuusmuhtaítt¡uíue atilqumius couimamininus 7 sitial 3 uag tul
pniute la. reapecí ls-ole. tít’ itt ni jet] pl smsuíísu uiionutit’siac pretísí raíl¡<sos autítaí ¡ocal sus tIte luid 10am sed limites.
natí muís ss-e nc ma’maí sed tía amin! ¡su ni ajuirlecíl aol Luso ‘pauiyaícíylsím¡mio gel etectni-
plímíresis. sisal alíe mamituise sisíuispumnien suad Ilmo 1-1 ‘-ATI’amac avere detecten! he
enhamnced clícuíí¡luuuíiuíesoouíee lay amautas tite puti~-ctmuuiatt aumutiltaudies síuíti’níaíttasae
tranapiunten anal anal -A1’l’stae si’, pnes-latusir de seriheal (29>~
Priulein meuauremrmi u-. t~ ramio ¡ o ansía alememníl ned sífie n pmeci pilsí>¡ata salí it tni-
ch ia,res)ce<ie acial ha’ tIte mise atímual alcaen ¡lien! pncviu musís (27>.
RESULTS
lnternalizas(ion atíal degraídaítion o!’ tite ¡tialtose transporten
itt a clatitrin-detlciemít niut’.simít. Tite clatitrin coast consistas ef a
basic building tílasck, dio mniakeiion, fonníed hy tunee itea’y
ehains ant! titree ligití citaba ‘uvitit t!¡fferent sjzes (42), ant! of
complexos of asaecisíted protoitia. adasptora. witjclí aclect carga)
proteias lís’ iafor;icting wirií apeciñc signada (43). A single gerio.
CHCI - codos fon tIte cl atítnin itesíax chai n jit S. <ernst -Lico, ant! a
conditional tííutaíít of tilia gene. clmol-525. witieit at tite non-
perm¿ssia-c tonípcraulure of 35
0C is inimediaíre y perturbod i
elatitnin soeneton\’ (44) amíd endaícvtic fonetiona (47). itas bommn
isolated. Wc used tIlia niutatít. as well atas ita isogenie wiid—type
arman, lo ¡mívost,c;mío uf dat í huí> plauva su role iii emídocytesis of
tite maltoso tranapairtor. Since dio ííístltoso transporten is intor-
tíalized fi-ir protoaílyaia mí r lío vaconíle do ring nitraige n ata rs-a—
lien la tite presouíco of glucoso (30.33,35>. we triggened cuí-
docytosis of <lila protoin h~ atatx-itig tite colla of amnioniuní in
- t he presonee of <Ii ¡a anigair. Tau niaítíittmr ita internalizzstianí. ‘ve
tíiessaorod <líe decnoaae jíí traíííspaínl swtivity (36) ant! feotid
tlíat. att 240C. <itla sactivitv deoreaseal a a similar rato in mutaíít
ant! ‘uvild-t~pc colla (14. lA> wliile. at 350C. a realuction in tilia
rato of atboot 5d”- avaa obaervoní iii lIto mautsíuí conípanod ‘uvití,
<líe wild—tvpe colla (Fig. IB) - ‘litese resulta ¡uit! icatod titar clatlí—
rimí is neqtíinet! fi-ir sí uíaírnísíl naite <si’ imttonnalizatioti el’ <líe
ra napairter. tít Ii la avero <líe case att 350C, t!iaatppeananco tuf tIte
(namíapaunte r fr—uit tIte píatauiísm mííe ííítínaímíe auíd, casííaeqnío tít y,
alcgrat!attiaust auf <lila prauteiuí waustlal amoesír att sí lsiwoí’ rato ¡al timo
niotauíl tlíaíi iii <lío avili-l-lvpe colla. avlíe reata att 240C, di IYe nc mices
Líetaveomí <lío li-ant sí raíl tía as-atatlní ii-it he í ubseu-ved.
Te clueck ¡lioso prodioíiomu.s, dccnadatieuí < Hg. 1> aujíd disailí—
íiearastíce of (líe t natiaponí en fnasííí tIte plaatiísi mouíít,raí tío (Ng.
2) ‘vero ííion torcal uy luía) attiattílaítt jng entinte extracta atuiní
plamahí itt tít cutí ¡sra míe p ropa> rail it tuis. rospcct lveiy. Tite rostí] la
slíoavet! t Iíat. iui [íotIi Oslaes. (líe in(ensity of <líe tía ial cainme -
apont!uuíg tau the (ratísporter deeroased att 350C. SU at laisven naite
‘a nuolsí nr colla llísun ¡ti wlld-h -pe celia (Nc. ID ant! 2H ) “tule ami
24’C no dillerencea were observod (Fjg. IC ant! 2M. Iii <líe
exponiuíícííts with písíanía tiíeníbnaníe. tite H -ATPasi=aaas oscai
as a maria-ef pretein (45>. 1< itas boca aliosva <bat ondor jite
caínditiaíns osed in titia ‘uvork, tite H’’-ATPase reníaina atable
(4, 29) ant!. in accordanco ‘u’u’itlí <lila. ‘uve feunal ritat tite iuítenaiív
of tite tíant! caínresponding te titis pretein reníained caíííaísínt
(Fjg. 2C ant! D>.
Titese reauha indicate <bat clattínin-coated vesieles ceulal
play sí role in in(ernalizsitiain of tite maltose transporten. sic-
countjng faur atíout 50% of endocvtosis of tite transponer. Tuis
pssrtistl cauntnihufion aif claíitu’in le endocytesis auggests tílsul
clatlí rin ia ííot tlío si-ile níedisítor of plasma níembrane vesictí -
latinutí ant! titar asnorlíen proro ti(a) cara pe rfnsrní rite eníuíí
1ílc-
msíeíithug funclion. Time eataipencnts of tite fluyo otimer kaiata’o
cosít complexos, CCP[ ant! CORI!. seem tobe geod csíndidaítos
to prawido titis fuactiouí.
Intenaalizsítion anO degradsutbon of tite trausporter in jito-
tanta defieierat ití CORI conípotíenla. CORI is a protein enuní-
p!ex eenaiating of aoven suhonita. a. ~. j3. y- 8. e. ant! é. avítielí
caImisail allíaíro fosutítí luí Ilie d en lite cvuoplsusmic sido iii tite
Golgi camnípantníont ant! avlíiclí ano aíssernbtet! te forní e ea-. tel
voamelea líy tite síctíain of tite aníalí GTR-ti¡nt!ing pretein AR Fi
Alt iítntglí <lío lílauclio nílesíl descnipr mm of CON a tít! isa sísasící-
silí—ilí wutli naetiibnsíuíea luí aimnaí is veas’ detailed, its precise naslo
in liviííg colla is ííet ‘uvelí detitíed. CORI-criatod vesicies seca,
roapamnailile fon atepa iii tuealí amito migrado ant! retrognasdo 1 ram nr-
pi-mt itt <líe e ni 42> ant! centain sutiouíltas aif COPIER—Gnilgi ayal (
uííigíit plsíy sí ni-sIc iii otídnicvtasia ití astíiníasl colla (1. ló. 4<)>.
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